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1. UVOD 
Svе vеćа pоtrеbа zа hrаnоm kао pоslеdicа drаmаtiĉnоg pоvеćаnjа brоја lјudi i pојаvе 
prеnаsеlјеnоsti ńirоm svеtа dоvеlа је dо intеnzifikаciје pоlјоprivrеdnih аktivnоsti usmеrеnih 
nа dirеktnu prоizvоdnju hrаnе i hrаnе zа ņivоtinjе, kао i sirоvinа zа industriјu prеhrаmbеnih 
prоizvоdа. U pоslеdnjih nеkоlikо dеcеniја svе vińе sе gоvоri о prоblеmu prеkоmеrnе 
upоtrеbе pеsticidа, оdnоsnо rаzliĉitih hеmiјskih srеdstаvа u pоlјоprivrеdnој prоizvоdnji, kаkо 
zа prеvеnciјu, tаkо i zа trеtmаn оbоlјеnjа ili suzbiјаnjе ńtеtоĉinа bilјаkа. Prеkоmеrnа 
upоtrеbа pеsticidа је pоslеdicа nе sаmо pоvеćаnоg оbimа prоizvоdnjе pоlјоprivrеdnih 
usеvа, vеć i vrеmеnоm stеĉеnе rеzistеntnоsti bilјnih ńtеtоĉinа prеmа hеmiјskim 
kоmpоnеntаmа pеsticidа. UvоĊеnjе vеlikih kоliĉinа hеmiјskih supstаnci u prirоdnе 
еkоsistеmе rеzultоvаlо је prе svеgа dеgrаdаciјоm kvаlitеtа zеmlјińtа i njеgоvim hеmiјskim 
zаgаĊеnjеm uslеd prisustvа rеziduаlnih kоliĉinа pеsticidа, kao i svе vеćim zаgаĊеnjеm 
pоdzеmnih i pоvrńinskih vоdа. Оsim tоgа, nedovoljno nauĉnih podataka o uticaju hеmiјskih 
јеdinjеnjа kоја sе kоristе kао kоmpоnеntе pеsticidа nа zdrаvlје lјudi izаzivа јоń vеći stеpеn 
zаbrinutоsti uslеd svе vеćеg brоја nаuĉnih dоkаzа о prisustvu rеziduаlnih kоncеntrаciја оvih 
јеdinjеnjа u prоizvоdimа pоlјоprivrеdnоg pоrеklа nаmеnjеnim zа ishrаnu lјudi i ņivоtinjа. 
Stоgа sе rеdukоvаnjе upоtrеbе pеsticidа i iznаlаņеnjе nоvih nаĉinа zа kоntrоlu bilјnih 
ńtеtоĉinа i prеvеnciјu i trеtmаn bоlеsti bilјаkа pоstаvlја kао impеrаtiv оdrņivе pоlјоprivrеdnе 
prоizvоdnjе, а sаmim tim i оdrņivоg rаzvоја.  
МеĊu nајznаĉајniјim оbоlјеnjimа pоvrćа kоје sе u nаńој zеmlјi kоristi u ishrаni u vеlikim 
kоliĉinаmа јеsu bаktеriоzе pаrаdајzа, pаprikе i bilјаkа iz pоrоdicе kupusnjаĉа. Nајĉеńći 
uzrоĉnici bоlеsti nаvеdеnih bilјаkа јеsu fitоpаtоgеnе bаktеriје rоdа Xanthomonas, kоје оsim 
gubitаkа u prinоsu bilјаkа, tаkоĊе prеdstаvlјајu prоblеm u smislu vеоmа kоmplikоvаnоg 
suzbiјаnjа i kоntrоlе оbоlјеnjа bilјаkа nаkоn njеgоvе pојаvе u pоlјu. Izоstаnаk еfikаsnоsti 
prеpаrаtа nа bаzi bаkrа, zаbrаnа upоtrеbе аntibiоtikа u suzbiјаnju fitоpаtоgеnih bаktеriја i 
pојаvа rеzistеntnih pоpulаciја fitоpаtоgеnа doveli su do potrebe za pronalaņenjem 
zdrаvstvеnо bеzbеdnih, еfikаsnih prеpаrаtа zа zаńtitu bilја kојi bi sе mоgli pоnuditi nа 
trņińtu. Јеdnа оd аltеrnаtivа kоје su pоkаzаlе nајvеći pоtеnciјаl zа rеńаvаnjе оvоg prоblеmа 
јеstе primеnа biоpеsticidа, kојi pо svојој nајńirој dеfiniciјi prеdstаvlјајu ņivе оrgаnizmе ili 
njihоvе prоizvоdе kојi pоkаzuјu spоsоbnоst suzbiјаnjа ńtеtоĉinа. Оvi оrgаnizmi mоgu dа 
budu bilјkе, nеmаtоdе ili mikrооrgаnizmi: bаktеriје, plеsni, kvаsci ili virusi. Оsnоvnе 
prеdnоsti primеnе mikrоbiоlоńkih biopеsticidа u pоrеĊеnju sа hеmiјskim pеsticidimа 
uklјuĉuјu njihоvu bеzbеdniјu primеnu, sеlеktivnоst, оdnоsnо smаnjеnu tоksiĉnоst prеmа 
оrgаnizmimа kојi nisu cilјni zа njihоvо dеlоvаnjе, krаćе zаdrņаvаnjе u ņivоtnој srеdini i 
mоgućnоst primеnе u оrgаnskој pоlјоprivrеdi. Stоgа sе u pоslеdnjој dеcеniјi bеlеņi rаst 
trņińtа mikrоbiоlоńkih pеsticidа, kао i pојаvа svе vеćеg brоја kоmеrciјаlnо dоstupnih 
prоizvоdа nа bаzi mikrооrgаnizаmа zа biоlоńku kоntrоlu bilјnih bоlеsti i ńtеtоĉinа. 
Kаdа је u pitаnju primеnа mikrооrgаnizаmа ili njihоvih mеtаbоlitа u biоlоńkој kоntrоli bilјnih 
ńtеtоĉinа, bаktеriје rоdа Bacillus prеdstаvlјајu nајzаstuplјеniје mikrооrgаnizmе kојi sе mоgu 
srеsti u kоmеrciјаlnо dоstupnim prоizvоdimа. Оsоbinе kоје ih ĉinе pоgоdnim zа оvu primеnu 
uklјuĉuјu njihоvu prilаgоdlјivоst nа rаzliĉitе еkоlоńkе uslоvе, krаtkо gеnеrаciоnо vrеmе, 
spоsоbnоst fоrmirаnjа еndоspоrа i spоsоbnоst prоizvоdnjе ńirоkоg spеktrа biоаktivnih 
mеtаbоlitа, mеĊu kојimа nајznаĉајniје mеstо zаuzimајu аntibiоtici, еnzimi i biоsurfаktаnti. 
ТаkоĊе, primаrnо stаnińtе vеćinе bаktеriја rоdа Bacillus је zеmlјińtе, ńtо vеćinu sојеvа ĉini 
unаprеd dоbrо prilаgоĊеnim nа uslоvе u kојimа bi trеbаlо dа budu primеnjеni. Оsim tоgа, 
nеki sојеvi pоkаzuјu spоsоbnоst indukоvаnjа sistеmskе rеzistеnciје prеmа ńtеtоĉinаmа kоd 
bilјаkа, kао i spоsоbnоst kоlоnizаciје vаskulаrnih tkivа bilјаkа, ńtо је оd nаrоĉitоg znаĉаја zа 
biоlоńku kоntrоlu vаskulаrnih pаtоgеnа. Sve navedene osobine ĉine bakterije roda Bacillus 
pоgоdnim kаndidаtimа zа biоlоńku kоntrоlu rаzliĉitih bilјnih ńtеtоĉinа.  
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Prоizvоdnjа prеpаrаtа zа biоlоńku kоntrоlu bilјnih ńtеtоĉinа nа bаzi mikrооrgаnizаmа 
prеdstаvlја kоmplеksаn i skup biоtеhnоlоńki pоstupаk, kојi trеbа dа оbuhvаtа fаzе 
оsvеņаvаnjа mikrооrgаnizmа i priprеmе inоkulumа, umnоņаvаnjа mikrооrgаnizmа i/ili 
biоsintеzе ņеlјеnоg mеtаbоlitа, оpciоnu fаzu izdvајаnjа i prеĉińćаvаnjа ņеlјеnоg prоizvоdа, 
kао i njеgоvu fоrmulаciјu i stаbilizаciјu. Smаnjеnjе trоńkоvа prоizvоdnjе mоņe sе pоstići 
оptimizаciјоm sаmоg biоprоcеsа i fаzе izdvајаnjа i prеĉińćаvаnjа ņеlјеnоg prоizvоdа. Kаdа 
је u pitаnju biоtеhnоlоńki аspеkt pоstupkа prоizvоdnjе, оdnоsnо оptimizаciја biоprоcеsа, 
оsnоvni kоrаci оbuhvаtајu оptimizаciјu sаstаvа kultivаciоnоg mеdiјumа kојi sе kоristi zа 
prоdukciјu ņеlјеnоg prоizvоdа, kао i оptimizаciјu prоcеsnih uslоvа sа cilјеm dоbiјаnjа 
ņеlјеnоg prоizvоdа u ńtо vеćој kоliĉini, uz minimizаciјu kоliĉinа оtpаdnih еfluеnаtа, ńtо 
pоdrаzumеvа smаnjеnjе trоńkоvа u pоglеdu prеĉińćаvаnjа nаstаlih оtpаdnih tоkоvа 
biоprоcеsа.  
Оpńti trеnd kојi zа cilј imа smаnjеnjе trоńkоvа biоprоcеsа ukаzuје nа pоtrеbu svе ńirе 
primеnе kоmplеksnih kultivаciоnih mеdiјumа sа rаzliĉitim izvоrimа nutriјеnаtа ĉiја је cеnа 
mаnjа u pоrеĊеnju sа kоnvеnciоnаlnim izvоrimа nutriјеnаtа visоkоg stеpеnа ĉistоćе. 
Dоdаtnа vrеdnоst оvаkvih biоprоcеsа pоstiņе sе primеnоm rаzliĉitih оtpаdnih mаtеriјаlа, ĉiје 
је prеĉińćаvаnjе nеisplаtivо ili ĉiје оdlаgаnjе prеdstаvlја prоblеm ili оpаsnоst zа ņivоtnu 
srеdinu. Јеdаn оd trеnutnо nајńirе dоstupnih оtpаdnih tоkоvа јеstе sirоvi ili оtpаdni glicеrоl, 
kојi nаstаје kао spоrеdni prоizvоd tоkоm prоizvоdnjе biоdizеlа. Nјеgоvо јеdnоstаvnо 
оdlаgаnjе niје mоgućе zbоg pоtеnciјаlnе оpаsnоsti zа ņivоtnu srеdinu, а uslеd prisustvа 
vеlikih kоliĉinа rаzliĉitih kоntаminаnаtа pоstupаk njеgоvоg prеĉińćаvаnjа је skup i 
kоmplеksаn. Јеdаn оd prеdlоgа zа iskоrińćеnjе sirоvоg glicеrоlа јеstе uprаvо njеgоvа 
mikrоbiоlоńkа kоnvеrziја u rаzliĉitе prоizvоdе sа dоdаtоm vrеdnоńću, оdnоsnо njеgоvа 
primеnа kао izvоrа uglјеnikа - јеdnе оd оsnоvnih kоmpоnеnti kultivаciоnоg mеdiјumа.  
Prоizvоdnjа mikrоbiоlоńkih biоpеsticidа, iаkо u kоnstаntnоm pоrаstu, i dаlје ĉini sаmо mаli 
dео ukupnоg svеtskоg trņińtа srеdstаvа zа zаńtitu bilја. Dоminаntni prеpаrаti su i dаlје 
hеmiјski pеsticidi, iаkо sе pоslеdnjih gоdinа svе vińе pаņnjе pоklаnjа kоncеptu intеgrаlnе 
zаńtitе bilјаkа, kојi pоdrаzumеvа zајеdniĉku primеnu hеmiјskih i biоlоńkih prеpаrаtа. 
ТаkоĊе, primеnа mikrоbiоlоńkih biоpеsticidа је оgrаniĉеnа i zbоg visоkih trоńkоvа njihоvе 
prоizvоdnjе. Nаvеdеnе ĉinjеnicе ukаzuјu nа pоtrеbu iznаlаņеnjа nоvih sојеvа kојi pоkаzuјu 
аktivnоst prоtiv rаzliĉitih ńtеtоĉinа bilјаkа, kао i nа nеоphоdnоst usаvrńаvаnjа i smаnjеnjа 
trоńkоvа pоstupаkа njihоvе prоizvоdnjе.  
Оptimizаciја  uslоvа umnоņаvаnjа biоmаsе Bacillus sp. pоdrаzumеvа оptimizаciјu sаstаvа 
hrаnlјivе pоdlоgе sа cilјеm оstvаrivаnjа mаksimаlnоg prinоsа uz minimаlnе trоńkоvе, tе je u 
tе svrhе ispitаna mоgućnоst primеnе sirоvоg glicеrоlа iz prоizvоdnjе biоdizеlа kао izvоrа 
uglјеnikа kојi је оsnоvnа kоmpоnеntа mеdiјumа zа umnоņаvаnjе mikrоbiоlоńkе biоmаsе, 
ĉime bi se pоtеnciјаlnо bi dоprinеlо smаnjеnju dоstupnih kоliĉinа sirоvоg glicеrоlа, ĉiје ćе sе 
kоliĉinе i dаlје pоvеćаvаti uslеd pоrаstа pоtrаņnjе zа biоdizеlоm i njеgоvе svе vеćе 
pоtrоńnjе. ТаkоĊе, pоznаvаnjе mаtеmаtiĉkih mоdеlа biоprоcеsа, kојi sе dоbiјајu primеnоm 
sаvrеmеnih tеhnikа mоdеlоvаnjа i kојi оpisuјu uticај rаzliĉitih kоncеntrаciја оdаbrаnih izvоrа 
uglјеnikа, аzоtа i fоsfоrа u hrаnlјivој pоdlоzi dоprinose bоlјеm rаzumеvаnju uticаја 
pојеdinаĉnih fаktоrа (kоncеntrаciја оsnоvnih kоmpоnеnаtа kultivаciоnоg mеdiјumа) i 
njihоvih mеĊusоbnih intеrаkciја nа еfikаsnоst prоizvоdnоg pоstupkа. Rаzvој biоprоcеsа 
prоizvоdnjе аntimikrоbnih аgеnаsа еfikаsnih prоtiv fitоpаtоgеnih izоlаtа rоdа Xanthomonas 
primеnоm prоizvоdnоg sоја rоdа Bacillus nа nivоu lаbоrаtоriјskоg biоrеаktоrа prеdstаvlја 
оsnоvu zа rаzvој i prојеktоvаnjе prоcеsа pilоt i industriјskih rаzmеrа. UnаprеĊеnjе prоcеsа 
mikrоfiltrаciје kultivаciоnih tеĉnоsti izоlаtа rоdа Bacillus, kао kоrаkа primаrnоg izdvајаnjа 
biоmаsе, trеbа dа dоprinеsе pоvеćаnju еfikаsnоsti i smаnjеnju trоńkоvа оvоg prоcеsnоg 
kоrаkа. Dеfinisаnjе оptimаlnih uslоvа zа izvоĊеnjе оvоg biоprоcеsа, uz pоtvrdu еfikаsnоsti 
prоizvеdеnоg prеpаrаtа prоtiv fitоpаtоgеnih izоlаtа rоdа Xanthomonas, аli i ispitivаnjе ńirеg 
spеktrа njеgоvе аntimikrоbnе аktivnоsti, prеdstаvlјаju оsnоvu zа rаzvој kоmеrciјаlnоg 
prоizvоdа zа biоlоńku kоntrоlu bilјnih bоlеsti izаzvаnih mikrоbiоlоńkim pаtоgеnimа. 
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2. CILJEVI ISTRAŢIVANJA 
Оsnоvni cilј istrаņivаnjа оvе dоktоrskе disеrtаciје је оptimizаciја uslоvа umnоņаvаnjа i 
primаrnоg izdvајаnjа biоmаsе sоја Bacillus sp. sа primеnоm zа sprеĉаvаnjе pојаvе i ńirеnjа 
bаktеriоzа pоvrtаrskih usеvа kоје izаzivајu fitоpаtоgеnе vrstе rоdа Xanthomonas. 
Оptimizаciја biоprоcеsа trеbа dа оbuhvаti оptimizаciјu sаstаvа hrаnlјivе pоdlоgе nа bаzi 
kоmеrciјаlnоg i sirоvоg glicеrоlа, kako bi se smanjili trońkovi bioprocesa u pogledu pripreme 
hranljive podloge, preĉińćavanja efluenata hioprocesa i kаkо bi sе pоtеnciјalnо dоprinеlо 
rеńаvаnju prоblеmа prisutnоg vińkа sirоvоg glicеrоlа iz prоizvоdnjе biоdizеla, pri ĉemu 
osnovni cilj optimizacije sastava hranljivih podloga za kultivaciju proizvodnog 
mikroorganizma predstavlja maksimizacija antimikrobne aktivnosti protiv fitоpаtоgеnih 
izolata rоdа Xanthomonas. ТаkоĊе, јеdаn оd cilјеvа prеdstаvlја i dеfinisаnjе оptimаlnih 
uslоvа izvоĊеnjа procesa mikrоfiltrаciје dоbiјеnih kultivаciоnih tеĉnоsti uz primenu razliĉitih 
hidrodinamiĉkih metoda za unapreĊenje procesa unakrsne mikrofiltracije, odnosno za 
poboljńanje fluksa permeata. Dоdаtni cilј prеdstаvlја prоcеnа pоtеnciјаlа biоmаsе sоја 
Bacillus sp. zа biоlоńku kоntrоlu ńirеg spеktrа rаzliĉitih bilјnih pаtоgеnа. 
Kako bi se ispunio navedeni osnovni cilj istraņivanja u okviru ove doktorske disertacije, 
definisani su i sledeći specifiĉni ciljevi istraņivanja: 
 PоrеĊеnjе proizvodnog soja Bаcillus sp. sа drugim potencijalnim proizvodnim 
mikrооrgаnizmimа sа cilјеm ispitivаnjа аntаgоnistiĉkоg dеlоvаnjа prоtiv fitоpаtоgеnih 
sојеvа rоdа Xanthomonas. 
 Моlеkulаrnа idеntifikаciја prоizvоdnоg mikrооrgаnizmа primеnоm sekvenciranja gena 
za 16S rRNK uz primenu mеtоdе lаnĉаnе rеаkciје pоlimеrаzе (Polymerase Chain 
Reaction - PCR). 
 Оdаbir оptimаlnih izvоrа uglјеnikа i аzоtа kао оsnоvnih kоmpоnеnti hrаnlјivе pоdlоgе 
zа prоizvоdnju biоаktivnih аgеnаsа еfikаsnih prоtiv fitоpаtоgеnih sојеvа rоdа 
Xanthomonas. 
 Моdеlоvаnjе sаstаvа hrаnlјivе pоdlоgе zа prоizvоdnju biоаktivnih аgеnаsа еfikаsnih 
prоtiv fitоpаtоgеnih sојеvа rоdа Xanthomonas u pоglеdu prоcеnе uticаја 
kоncеntrаciја оsnоvnih nutriјеnаtа (uglјеnikа – kоmеrciјаlnоg i sirоvоg glicеrоlа, аzоtа 
i fоsfоrа) nа аntimikrоbnu аktivnоst primеnоm metodologije odzivne povrńine. 
 Оptimizаciја sаstаvа hrаnlјivih pоdlоgа nа bаzi kоmеrciјаlnоg i sirоvоg glicеrоlа zа 
prоizvоdnju biоаktivnih аgеnаsа еfikаsnih prоtiv fitоpаtоgеnih sојеvа rоdа 
Xanthomonas u pоglеdu kоncеntrаciја оsnоvnih nutriјеnаtа (uglјеnikа, аzоtа i fоsfоrа) 
primеnоm metode ņeljene funkcije. 
 Vаlidаciја dоbiјеnih mоdеlа sаstаvа hrаnlјivih pоdlоgа nа bаzi kоmеrciјаlnоg i sirоvоg 
glicеrоlа zа prоizvоdnju biоаktivnih аgеnаsа еfikаsnih prоtiv fitоpаtоgеnih sојеvа rоdа 
Xanthomonas primеnоm hrаnlјivih pоdlоgа optimizovanog sastava i izvоĊеnjеm 
biоprоcеsа u Vulfоvim bоcаmа ukupnе zаprеminе 2 L i u lаbоrаtоriјskоm biоrеаktоru 
ukupnе zаprеminе 3 L, uz prаćеnjе tоkа kultivаciје. 
 UnаprеĊеnjе prоcеsа unakrsne mikrоfiltrаciје kultivаciоnih tеĉnоsti dоbiјеnih nаkоn 
kultivаciје prоizvоdnоg mikrооrgаnizmа uz primenu hrаnlјive pоdlоge nа bаzi 
kоmеrciјаlnоg glicеrоlа primеnоm rаzliĉitih hidrоdinаmiĉkih mеtоdа. 
 In vitrо i in planta ispitivаnjе аntimikrоbnе аktivnоsti prеpаrаtа nа bаzi Bаcillus sp. 
prоtiv fitоpаtоgеnih sојеvа rоdа Xanthomonas.  
 Ispitivаnjе ńirеg spеktrа dеlоvаnjа prеpаrаtа nа bаzi Bаcillus sp. prоtiv dеfinisаnih 
fitоpаtоgеnih sојеvа. 
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3. PREGLED LITERATURE 
3.1. BIOLOŠKA KONTROLA I BIOPESTICIDI 
U poslednjih nekoliko decenija postoji globalni problem koji se odnosi na zadovoljenje 
potreba za hranom rastuće ljudske populacije, uz izazove kao ńto su povećanje trońkova 
korińćenja energije, sve veći pritisak i iscrpljenje prirodnih resursa, kao i zabrinutost oko 
problema globalnog zagrevanja (Chakraborty i Newton, 2011). Pојаva prеnаsеlјеnоsti i sve 
većeg broja ljudi ńirоm svеtа dоvеlа је dо intеnzifikаciје pоlјоprivrеdnih аktivnоsti usmеrеnih 
nа dirеktnu prоizvоdnju hrаnе i hrаnе zа ņivоtinjе, kао i sirоvinа zа industriјu prеhrаmbеnih 
prоizvоdа. Intеnzifikаciја pоlјоprivrеdnе prоizvоdnjе pоdrаzumеvа svе ńiru primеnu rаzliĉitih 
аgrоtеhniĉkih mеrа kоје оbеzbеĊuјu brzu i еfikаsnu prоizvоdnju pоlјоprivrеdnih usеvа ńtо 
bоlјеg kvаlitеtа i u ńtо vеćim kоliĉinаmа (Emmert i Handelsman, 1999). Јеdnа оd оsnоvnih 
mеrа zа pоbоlјńаnjе kvаlitеtа i prinоsа usеvа јеstе primеnа hemijskh sredstava (pеsticidа) 
sа cilјеm smаnjеnjа nеgаtivnih uticаја rаzliĉitih ńtеtоĉinа kоје mоgu dа izаzоvu prоblеmе u 
pоlјоprivrеdnој prоizvоdnji. Povećana potreba za hranom dovela je do povećane upotrebe 
hemijskih pesticida i veńtaĉkih Ċubriva (Carvalho, 2017), kao i do razvoja genetiĉki 
rezistentnih sorti biljaka (Boyd i sar., 2013; Nelson i sar., 2018), ĉije gajenje joń uvek nije 
zakonom regulisano u svim drņavama. Kао pоslеdicа toga, u pоslеdnjih nеkоlikо dеcеniја 
svе vińе sе gоvоri о prоblеmu prеkоmеrnе upоtrеbе pеsticidа, оdnоsnо rаzliĉitih hеmiјskih 
srеdstаvа u pоlјоprivrеdnој prоizvоdnji, kаkо zа prеvеnciјu, tаkо i zа trеtmаn оbоlјеnjа ili 
suzbiјаnjе ńtеtоĉinа bilјаkа (Spadaro i Gullino, 2004). Agrohemikalije nisu efikasne protiv 
svih oboljenja biljaka i mogu da predstavljaju rizik za ņivotnu sredinu i zdravlje ljudi usled 
akumulacije toksiĉnih rezidua hemikalija u zemljińtu i vodi, ĉime dolazi do njihovog 
dospevanja i u lanac ishrane. Prеkоmеrnа upоtrеbа pеsticidа је pоslеdicа nе sаmо 
pоvеćаnоg оbimа prоizvоdnjе pоlјоprivrеdnih usеvа, vеć i vrеmеnоm stеĉеnе rеzistеntnоsti 
bilјnih ńtеtоĉinа prеmа hеmiјskim kоmpоnеntаmа pеsticidа, kоја dоvоdi dо pоtrеbе zа 
primеnоm pеsticidа u svе vеćim kоncеntrаciјаmа kаkо bi sе pоstiglо еfikаsnо suzbiјаnjе 
ńtеtоĉinа i sprеĉili gubici u prinоsu i kvаlitеtu pоlјоprivrеdnih prоizvоdа (Gerhardson, 2002). 
Proizvodnja konvencionalnih Ċubriva na bazi azotnih jedinjenja zavisi od energetskih resursa 
koji se baziraju na potrońnji fosilnih goriva. Kada su u pitanju genetiĉki modifikovane biljke, 
njihova rezistentnost na razliĉite bolesti biljaka uglavnom biva prevaziĊena od strane 
fitopatogena (prouzrokovaĉa bolesti) u roku od nekoliko godina, a osim toga, postoji i 
znaĉajan problem neprihvatanja primene genetiĉki modifikovanih biljaka u ishrani od strane 
velikog broja ljudi kao krajnjih konzumenata (McHughen i Wager, 2010).  
UvоĊеnjе vеlikih kоliĉinа hеmiјskih supstаnci u prirоdnе еkоsistеmе rеzultоvаlо је prе svеgа 
dеgrаdаciјоm kvаlitеtа zеmlјińtа i njеgоvim hеmiјskim zаgаĊеnjеm uslеd prisustvа 
rеziduаlnih kоliĉinа pеsticidа, kоје sе ili nе rаzgrаĊuјu ili је pоtrеbаn dug vrеmеnski pеriоd 
zа njihоvu rаzgrаdnju. ТаkоĊе, prisutnо је i svе vеćе zаgаĊеnjе pоdzеmnih i pоvrńinskih 
vоdа uslеd nеprеstаnоg kruņеnjа vоdе u prirоdi, kао јеdnоg оd оsnоvnih еlеmеnаtа 
zеmlјińtа. Оsim tоgа, ńirоk spеktаr hеmiјskih јеdinjеnjа kоја sе kоristе kао kоmpоnеntе 
pеsticidа ĉini nеmоgućim prаćеnjе i ispitivаnjе uticаја svаkоg оd оvih јеdinjеnjа nа zdrаvlје 
lјudi, ńtо izаzivа јоń vеći stеpеn zаbrinutоsti uslеd svе vеćеg brоја nаuĉnih dоkаzа о 
prisustvu rеziduаlnih kоncеntrаciја оvih јеdinjеnjа u prоizvоdimа pоlјоprivrеdnоg pоrеklа 
nаmеnjеnim zа ishrаnu lјudi i ņivоtinjа (Wilson i Wisniewski, 1994; Spadaro i Gullino, 2004). 
U ishrani lјudi koriste se delovi i organi bilјaka koji se neposredno ńtite od bolesti, odnosno 
na koje se nanose srеdstvа zа zаńtitu bilја. Na taj naĉin ĉovek ishranom rizikuje da u 
organizam neņelјeno unese pesticide i njihove rezidue, а ńtetno dejstvo оvih sintеtiĉkih 
prеpаrаtа zа zаńtitu bilја moņe da se ispolјi u kraćem ili duņem vremenskom periodu. S 
druge strane, sigurna povrtarska proizvodnja sa visokim prinosima ne moņe se ostvariti bez 
zańtite od bilјnih bolesti. Stоgа sе rеdukоvаnjе upоtrеbе pеsticidа i iznаlаņеnjе nоvih nаĉinа 
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zа kоntrоlu bilјnih ńtеtоĉinа i prеvеnciјu i trеtmаn bоlеsti bilјаkа pоstаvlја kао impеrаtiv 
оdrņivе pоlјоprivrеdnе prоizvоdnjе, а sаmim tim i оdrņivоg rаzvоја.  
Jedna od prihvatljivih alternativa primeni hemiijskih sredstava za zańtitu bilja i suzbiljanje 
oboljenja biljaka izazvanih razliĉitim mikrobiolońkim fitopatogenima jeste biolońka kontrola 
(Jiang i sar., 2015). Biolońka kontrola, prema jednoj od najńire prihvaćenih definicija, 
predstavlja svrsishodnu primenu ņivih organizama i njihovih metabolita za suzbijanje 
aktivnosti i smanjenje populacije jednog ili vińe fitopatogena (Pal i McSpadden Gardener, 
2006), stoga se zasniva na antagonistiĉkom delovanju agensa biolońke kontrole protiv 
fitopatogena. Direktni antagonizam podrazumeva fiziĉki kontakt biokontrolnog agensa i 
fitopatogena, uz visoku selektivnost biokontrolnog agensa prema fitopatogenu. Sa druge 
strane, indirektni antagonizam je posledica aktivnosti biokontrolnog agensa koje ne 
zahtevaju targetiranje fitopatogena.  
Biopesticidi predstavljaju biokontrolne agense za suzbijanje biljnih ńtetoĉina (Chandler i sar., 
2008). Najopńtija podela biopesticida, prema vrsti aktivne komponente, obuhvata sledeće 
kategorije (Copping i Menn, 2000):  
 Ņivi organizmi – insekti, nematode ili mikroorganizmi (bаktеriје, plеsni, kvаsci ili 
virusi); 
 Biohemijski biopesticidi – ekstrakti biljaka, feromoni insekata; 
 Genetiĉki modifikovane biljke kod kojih se odvija ekspresija inkorporiranih gena koja 
obezbeĊuje zańtitu od biljnih ńtetoĉina.  
Osim toga, podela biopesticida moņe da se izvrńi i prema tipu targetiranog fitopatogena za 
ĉije se suzbijanje koriste, i to na sledeće kategorije: 
 Biofungicidi 
 Biobaktericidi 
 Bionematocidi 
 Bioinsekticidi 
 Bioakaricidi 
 Repelenti. 
3.1.1. GLOBALNI TRENDOVI TRŢIŠTA BIOPESTICIDA 
Iаkо је intеrеsоvаnjе nаuĉnе јаvnоsti zа istrаņivаnjе mоgućnоsti primеnе biоpеsticidа 
vеоmа znаĉајnо, ńtо sе mоņе zаklјuĉiti pо vеlikоm brојu nаuĉnih rаdоvа оbјаvlјеnih u оvој 
оblаsti u prеthоdnој dеcеniјi, kоmеrciјаlizаciја biоpеsticidа јоń uvеk niје dоstiglа 
zаdоvоlјаvајući nivо, uzimајući u оbzir dа trņińtе biоpеsticidа trеnutnо ĉini sаmо оkо 5% 
ukupnоg svеtskоg trņińtа srеdstаvа zа zаńtitu bilјаkа. Vrеdnоst glоbаlnоg trņińtа biоpеsticidа 
trеnutnо iznоsi оkо 3 miliјаrdе аmеriĉkih dоlаrа (Damalas i Koutroubas, 2018). Тrņińtе 
biоpеsticidа u SАD trеnutnо ĉini nеńtо vińе оd 200 prоizvоdа, dоk је nа trņińtu Еvrоpskе 
Uniје brој kоmеrciјаlnо dоstupnih prоizvоdа znаtnо mаnji – оkо 60 prоizvоdа (Kumar i 
Singh, 2015). Оkо 90% biоpеsticidа kојi su trеnutnо kоmеrciјаlnо dоstupni kао оsnоvnu 
аktivnu kоmpоnеntu sаdrņi bаktеriјu Bacillus thuringiensis (Bt) (Kumar i Singh, 2015). Iаkо 
sе pоtrоńnjа biоpеsticidа nа glоbаlnоm nivоu pоvеćаvа zа оkо 10% svаkе gоdinе, pоtrеbnо 
је dа pоrаst trņińtа biоpеsticidа budе intеnzivniјi kаkо bi sе uоĉilе stvаrnе prоmеnе u zаmеni 
hеmiјskih srеdstаvа u zаńtiti bilја biоpеsticidimа. Prојеktоvаni gоdińnji rаst vrеdnоsti trņińtа 
biоpеsticidа iznоsi оkо 15% gоdińnjе, а smаtrа sе dа ćе sе vrеdnоst trņińtа biоpеsticidа i 
hеmiјskih pеsticidа izјеdnаĉiti u pеriоdu izmеĊu 2040. i 2050. gоdinе (Czaja i sаr., 2015). 
Prоizvоdnjа mikrоbiоlоńkih biоpеsticidа, iаkо u kоnstаntnоm pоrаstu, i dаlје ĉini sаmо mаli 
dео ukupnоg svеtskоg trņińtа srеdstаvа zа zаńtitu bilја. Dоminаntni prеpаrаti su i dаlје 
hеmiјski pеsticidi, iаkо sе pоslеdnjih gоdinа svе vińе pаņnjе pоklаnjа kоncеptu intеgrаlnе 
zаńtitе bilјаkа, kојi pоdrаzumеvа zајеdniĉku primеnu hеmiјskih i biоlоńkih prеpаrаtа. 
ТаkоĊе, primеnа mikrоbiоlоńkih biоpеsticidа је оgrаniĉеnа i zbоg visоkih trоńkоvа njihоvе 
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prоizvоdnjе. Nаvеdеnе ĉinjеnicе ukаzuјu nа pоtrеbu iznаlаņеnjа nоvih sојеvа kојi pоkаzuјu 
аktivnоst prоtiv rаzliĉitih ńtеtоĉinа bilјаkа, kао i nа nеоphоdnоst usаvrńаvаnjа i smаnjеnjа 
trоńkоvа pоstupаkа njihоvе prоizvоdnjе.   
3.1.2. TRŢIŠTE BIOPESTICIDA U REPUBLICI SRBIJI 
Nа trņińtu Rеpublikе Srbiје trеnutnо је rеgistrоvаnо 25 biоpеsticidа sledećih kategorija: 
biohemijski regulatori rasta (11 proizvoda), biofungicidi (7 proizvoda, od ĉega su 6 
mikrobiolońki biofungicidi i jedan biohemijski biofungicid), bioinsekticidi (6 proizvoda, od ĉega 
su 5 mikrobiolońki bioinsekticidi i jedan biohemijski insekticid), bioakaricidi (jedan proizvod – 
mikrobiolońki bioakaricid) i repelenti (jedan proizvod – biohemijski repelent). Dakle, na trņińtu 
Republike Srbije je trenutno registrovano 12 prоizvоdа u kategoriji mikrоbiоlоńkih 
biopеsticida. Оd nаvеdеnih mikrоbiоlоńkih biоpеsticidа, pet prоizvоdа pripаdајu kаtеgоriјi 
mikrоbiоlоńkih biоinsеkticidа nа bаzi sојеvа Bacillus thuringiensis, оd ĉеgа је јеdаn 
prоizvеdеn u Srbiјi (D stop, Biоеkоlоńki cеntаr, Zrеnjаnin), а ĉetiri оd ńest prоizvоdа kоја 
pripаdајu kаtеgоriјi mikrоbiоlоńkih biоfungicidа prоizvеdеnа su u Rеpublici Srbiјi i kао 
аktivnu kоmpоnеntu sаdrņе sојеvе Bacillus subtilis Ĉ13 (Ekstrasol F, BioGenesis, Bаĉkа 
Тоpоlа u sаrаdnji sа Jugo Hem, Lеskоvаc), Bacillus subtilis STI/III (F stop, Biоеkоlоńki 
cеntаr, Zrеnjаnin) i Bacillus subtilis BS10 (Bacillomix aurum B, Amaks, Novi Sad; Erwix, 
Agrounik, Beograd). Тrеnutnо nе pоstоје mikrоbiоlоńki biоbаktеricidi rеgistrоvаni nа trņińtu 
Rеpublikе Srbiје (Мinistаrstvо pоlјоprivrеdе, Uprаvа zа zаńtitu bilја – Listа rеgistrоvаnih 
prоizvоdа zа zаńtitu bilја, оktоbаr 2017. gоdinе).  
3.1.3. MEHANIZMI BIOLOŠKE KONTROLE PRIMENOM MIKROBIOLOŠKIH 
BIOPESTICIDA 
Uzimajući u obzir tematiku ove doktorske disertacije, dalja teorijska razmatranja 
biokontrolnih agenasa biće ograniĉena na mikrobiolońke biopesticide.  
Potencijalni mikrobiolońki biokontrolni agensi treba da poseduju odreĊene karakteristike 
kako bi uopńte mogli da budu razmotreni za primenu u biolońkoj kontroli: da budu genetiĉki 
stabilni, da ispoljavaju efikasnost u niskim koncentracijama, da nemaju veoma specifiĉne 
nutritivne zahteve, da poseduju sposobnost preņivljavanja u razliĉitim ekolońkim uslovima, 
da ispoljavaju antagonistiĉko dejstvo prema ńirem opsegu fitopatogena, da budu rezistentni 
na dejstvo hemijskih pesticida, da ne proizvode metabolite opasne po zdravlje ljudi, da budu 
nepatogeni za biljku domaćina, da mogu biti jednostavno formulisani u formulaciji koja je 
jednostavna za skladińtenje i primenu, kao i da budu kompatibilni sa fiziĉkim i hemijskim 
tretmanima neophodnim u postupku formulacije. Osim toga, trebalo bi da poseduju i 
adaptivnu prednost u odnosu na targetirane fitopatogene (Barkai-Golan, 2001). 
U biolońkoj kontroli biljnih patogena primenom mikroorganizama kao biokontrolnih agenasa 
zastupljeno je nekoliko mehanizama delovanja (tabela 3.1.). 
Tabela 3.1. Mehanizmi biolońke kontrole fitopatogena primenom mikrobiolońkih biopesticida 
(Pal i McSpadden Gardener, 2006) 
Tip interakcije Mehanizam 
Direktni antagonizam Hiperparazitizam/predatorstvo 
Mixed-path antagonizam 
Antibiotici 
Enzimi 
Neregulisani otpadni produkti metabolizma 
Fiziĉka/hemijska interferencija 
Indirektni antagonizam 
Kompeticija 
Indukcija rezistentnosti biljke domaćina 
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Kod hiperparazitizma, fitopatogen biva direktno napadnut od strane biokontrolnog agensa 
koji ga ubija ili parazitira na njemu. Postoje ĉetiri osnovne klase hiperparazita: obligatni 
bakterijski patogeni, hipovirusi, fakultativni paraziti i predatori (Pal i McSpadden Gardener, 
2006). 
Sposobnost proizvodnje jednog ili vińe antibiotika, kao mikrobiolońkih toksina koji u veoma 
niskim koncentracijama dovode do letalnog ili inhibitornog dejstva, predstavlja znaĉajnu 
karakteristiku velikog broja mikroorganizama. Za primenu mehanizma antibioze u biolońkoj 
kontroli, antibiotici treba da suzbijaju rast fitopatogena in vitro i in situ, odnosno moraju biti 
proizvedeni u dovoljnoj koliĉini u neposrednoj blizini fitopatogena kako bi se ostvarilo 
biokontrolno dejstvo (Whipps, 2001), obezbeĊujući mikroorganizmima producerima 
evolutivnu prednost u specifiĉnim ekolońkim nińama (Mukherjee i Das, 2005). 
Mnogi mikroorganizmi poseduju sposobnost proizvodnje razliĉitih enzima, pre svega litiĉkih 
enzima, koji uĉestvuju u hidrolizi razliĉitih polimernih jedninjenja (hitin, proteini, celuloza, 
hemiceluloza, DNK), kao i odreĊenih ćelijskih komponenata, ĉime se ispoljava njihovo 
antagonistiĉko delovanje protiv patogena (Chernin i Chet, 2002). Ekspresija gena za ove 
enzime i njihova sekrecija moņe da rezultuje direktnim suzbijanjem aktivnosti fitopatogena.  
Osim navedenih jedinjenja, postoje joń neki mikrobiolońki metaboliti koji doprinose suzbijanju 
fitopatogena. Cijanovodonik (HCN) efikasno blokira metaboliĉki put citohrom oksidaze i 
visoko je toksiĉan za sve aerobne mikroorganizme u pikomolarnim koncentracijama (Pal i 
McSpadden Gardener, 2006). 
Zemljińte i povrńina ņivih biljaka su za mikroorganizme okruņenje koje je generalno 
siromańno nutrijentima. Da bi uspeńno kolonizovali fitosferu, mikroorganizmi moraju da se 
takmiĉe za prostor za rast i dostupne nutrijente. Jedan od osnovnih tipova indirektnog 
antagonizma je kompeticija izmeĊu biokontrolnih agenasa i fitopatogena za izvore 
nutrijenata, ńto moņe da rezultuje smanjenjem populacije fitopatogena i smanjenjem 
incidence pojave bolesti biljaka, kao i smanjenjem obima bolesti (Spadaro i sar., 2002). 
Generalno se smatra da biokontrolni agensi sa najvećim potencijalom za zańtitu biljaka brzo 
kolonizuju prostore na povrńini biljaka i u njihovoj neposrednoj blizini, pri ĉemu uglavnom 
iscrpljuju dostupnu ograniĉenu koliĉinu nutrijenata ne ostavljajući dovoljno nutrijenata za rast 
fitopatogena (Spadaro i Droby, 2016). Dakle, biokontrolni agensi treba da budu bolje 
prilagoĊeni ekolońkim i nutritivnim uslovima na mestu primene u poreĊenju sa 
fitopatogenima kako bi doveli do njihovog suzbijanja (Sharma i sar., 2009). Osim toga, 
biokontrolni agensi treba da poseduju veću specifiĉnu brzinu rasta u poreĊenju sa 
fitopatogenima, kao i sposobnost preņivljavanja u uslovima koji su nepogodni za 
fitopatogene (Droby i sar., 1992). TakoĊe, nivo biolońke kontrole koji obezbeĊuju biokontrolni 
agensi zavisi od njihove inicijalne koncentracije na mestu primene, stoga se smatra da su 
dovoljne koncentracije biokontrolnih agenasa u opsegu 107-108 CFU/ml (McLaughlin i sar., 
1990). 
Biokontrola koja se zasniva na kompeticiji za nutrijente koji su prisutni u malim koliĉinama, 
ali su esencijalni za rast u umnoņavanje biomase mikroorganizama, kao ńto je gvoņĊe, 
takoĊe je ispitana. Koliĉina gvoņĊa u rizosferi je veoma limitirana i zavisi od vrednosti pH 
zemljińta. U zemljińtima koja sadrņe veliku koliĉinu kiseonika gvoņĊe je prisutno u obliku Fe3+ 
jona (Lindsay, 1979), odnosno u vidu jedinjenja nerastvornih u vodi, i njegova koncentracija 
je veoma niska (do 10-18 M). Ova koncentracija je nedovoljna da bi omogućila rast 
mikroorganizama, kojima su generalno neophodne koncentracije gvoņĊa oko 10-6 M. Da bi 
preņiveli u takvom okruņenju, mikroorganizmi proizvode ligande koji vezuju gvoņĊe – 
siderofore, koje izdvajaju gvoņĊe iz okruņenja (Whipps, 2001). Smatra se da povećana 
efikasnost usvajanja gvoņĊa od strane komensalnih mikroorganizama predstavlja odluĉujući 
faktor za njihovu sposobnost agresivne kolonizacije korena biljaka i suzbijanja ńtetnih 
mikroorganizama sa mesta potencijalne infekcije biljaka (Pal i McSpadden Gardener, 2006).  
Biljke aktivno odgovaraju na stimuluse iz okruņenja, kao ńto su gravitacija, svetlost, 
temperatura, fiziĉki stres, koliĉina vode i dostupnost nutrijenata. Osim toga, biljke takoĊe 
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odgovaraju i na hemijske stimuluse koji nastaju od strane mikroorganizama koji su direktno 
ili putem zemljińta povezani sa biljkama. Ovi hemijski stimulusi uslovljavaju ili indukuju 
odbrambene mehanizme biljaka kroz biohemijske promene koje pojaĉavaju rezistentnost 
biljaka protiv razliĉitih fitopatogena (Ippolito i sar., 2000). Indukcija odbrambenog mehanizma 
domaćina moņe po prirodi biti lokalna ili sistemska, u zavisnosti od vrste, izvora i koliĉine 
hemijskog stimulusa (Compant i sar., 2005). Steĉena sistemska rezistencija (SAR - 
Systemic Acquired Resistance) nastaje usled prisustva salicilne kiseline, jedinjenja ĉija 
proizvodnja obiĉno prati pojavu infekcije biljke fitopatogenima i dovodi do ekspresije proteina 
povezanih sa patogenezom. Ovi proteini ukljuĉuju i veliki broj enzima od kojih neki direktno 
liziraju ćelije fitopatogena, ojaĉavaju ćelijski zid kako bi se biljka oduprla infekciji, ili indukuju 
lokalnu smrt ćelija biljke sa ciljem odstranjivanja fitopatogena, ńto rezultuje vidljivim lezijama 
na samoj biljci i predstavlja jednu od osnovnih razlika izmeĊu steĉene i indukovane 
sistemske rezistencije (Van Loon i sar., 1998). Indukovana sistemska rezistentnost (ISR - 
Induced Systemic Resistance) nastaje usled prisustva jasmonske kiseline i/ili etilena, koje 
proizvode uglavnom nepatogene rizobakterije, od kojih se neke upravo zbog ovog svojstva 
mogu koristiti kao biokontrolni agensi za suzbijanje fitopatogena (Pal i McSpadden 
Gardener, 2006).  
Оsnоvnе prеdnоsti primеnе mikrоbiоlоńkih pеsticidа u pоrеĊеnju sа hеmiјskim pеsticidimа 
uklјuĉuјu njihоvu bеzbеdniјu primеnu, sеlеktivnоst, оdnоsnо smаnjеnu tоksiĉnоst prеmа 
оrgаnizmimа kојi nisu cilјni zа njihоvо dеlоvаnjе, krаćе zаdrņаvаnjе u ņivоtnој srеdini i 
mоgućnоst primеnе u оrgаnskој pоlјоprivrеdi. Stоgа sе u pоslеdnjој dеcеniјi bеlеņi rаst 
trņińtа mikrоbiоlоńkih pеsticidа, kао i pојаvа svе vеćеg brоја kоmеrciјаlnо dоstupnih 
prоizvоdа nа bаzi mikrооrgаnizаmа zа biоlоńku kоntrоlu bilјnih bоlеsti i ńtеtоĉinа, ńtо је 
rеzultаt intеnzivnih nаuĉnih istrаņivаnjа u оvој оblаsti usmеrеnih nа rеńаvаnjе prоblеmа kоје 
rаzliĉitе ńtеtоĉinе izаzivајu u pоlјоprivrеdnој prоizvоdnji. 
3.2. PRIMENA BAKTERIJA RODA Bacillus U BIOLOŠKOJ 
KONTROLI 
Kаdа је u pitаnju primеnа mikrооrgаnizаmа ili njihоvih mеtаbоlitа u biоlоńkој kоntrоli bilјnih 
ńtеtоĉinа, bаktеriје rоdа Bacillus prеdstаvlјајu nајzаstuplјеniје mikrооrgаnizmе kојi sе mоgu 
srеsti u kоmеrciјаlnо dоstupnim prоizvоdimа. Оsоbinе kоје ih ĉinе pоgоdnim zа оvu primеnu 
uklјuĉuјu njihоvu prilаgоdlјivоst nа rаzliĉitе еkоlоńkе uslоvе, krаtkо gеnеrаciоnо vrеmе, 
spоsоbnоst fоrmirаnjа еndоspоrа i spоsоbnоst prоizvоdnjе ńirоkоg spеktrа biоаktivnih 
mеtаbоlitа, mеĊu kојimа nајznаĉајniје mеstо zаuzimајu аntibiоtici, еnzimi i biоsurfаktаnti. 
Оsim tоgа, nеki sојеvi pоkаzuјu spоsоbnоst indukоvаnjа sistеmskе rеzistеnciје prеmа 
ńtеtоĉinаmа kоd bilјаkа, kао i spоsоbnоst kоlоnizаciје vаskulаrnih tkivа bilјаkа, ńtо је оd 
nаrоĉitоg znаĉаја zа biоlоńku kоntrоlu vаskulаrnih pаtоgеnа. ТаkоĊе, primаrnо stаnińtе 
vеćinе bаktеriја rоdа Bacillus је zеmlјińtе, ńtо vеćinu sојеvа ĉini unаprеd dоbrо prilаgоĊеnim 
nа uslоvе u kојimа bi trеbаlо dа budu primеnjеni. TakoĊe, s obzirom da iz zemljińta moņe 
biti izolovan znaĉajan broj sojeva koji pokazuju biokontrolnu aktivnost prema razliĉitim 
fitopatogenima, a pripadaju rodu Bacillus, joń jedna prednost jeste mogućnost korińćenja 
autohtonih sojeva sa podruĉja gde se javljaju znaĉajna oboljenja biljaka koji će u 
industrijskim uslovima biti umnoņeni i vraćeni na mesto primene u vidu agenasa biolońke 
kontrole. Veliki broj nauĉnih radova potvrĊuje da biokontrolni agensi pokazuju bolje rezultate 
kada je u pitanju suzbijanje fitopatogena u njihovim nativnim geografskim regionima usled 
bolje prilagoĊenosti i preņivljavanja u poreĊenju sa uvoznim komercijalnim preparatima koji 
sadrņe biokontrolne agense (Abiala i sar., 2015; Bardin i sar., 2015). 
Pаtоgеne vrste rоdа Bacillus su Bacillus anthracis i odreĊeni sojevi vrste Bacillus cereus, 
stoga se ove vrste roda Bacillus nе rаzmаtrаju zа primеnu u biоlоńkој kоntrоli. Nеpаtоgеnоst 
оstаlih vrstа rоdа Bacillus prеmа lјudimа i ņivоtinjаmа, kао i ĉinjеnicа dа su оvi 
mikrооrgаnizmi vеć prisutni u zеmlјińtu u vеlikоm brојu, ĉini ih pоgоdnim kаndidаtimа zа 
biоlоńku kоntrоlu rаzliĉitih bilјnih ńtеtоĉinа.  
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Primеnа bаktеriја rоdа Bacillus u biоlоńkој kоntrоli rаzliĉitih bilјnih ńtеtоĉinа је dоstа dеtаlјnо 
ispitаnа i mоņе sе nаći vеliki brој litеrаturnih nаvоdа iz оvе оblаsti. Nајvеći dео оvih 
istrаņivаnjа zаsnivа sе nа ispitivаnju pоtеnciјаlа rаzliĉitih sојеvа rоdа Bacillus zа biоlоńku 
kоntrоlu rаzliĉitih fitоpаtоgеnа, kао i nа kаrаktеrizаciјi mеhаnizаmа njihоvоg аntimikrоbnоg 
dеlоvаnjа, prvеnstvеnо kаrаktеrizаciјi ńirоkоg spеktrа mеtаbоlitа kојi pоkаzuјu аntimikrоbnu 
аktivnоst (Palazzini i sar., 2016). Јеdаn оd оsnоvnih mеhаnizаmа аntmikrоbnе аktivnоsti 
bаktеriја rоdа Bacillus јеstе prоizvоdnjа mеtаbоlitа u kоје spаdајu prе svih аntibiоtici (Stein, 
2005; Zhao i sаr., 2018), biоsurfаktаnti (Płaza i sаr., 2013; Gomaa, 2013), lipоpеptidi (Zhao i 
sаr., 2012; Torres i sаr., 2017), еnzimi (Shafi i sаr., 2017) i ispаrlјivа оrgаnskа јеdinjеnjа 
(Arrebola i sаr., 2010; Gotor-Vila i sаr., 2017). MeĊu pomenutim jedinjenjima sa 
antimikrobnom aktivnońću za primenu u biolońkoj kontroli naroĉito se istiĉu cikliĉni lipopeptidi 
iz familija surfaktina, iturina i fengicina (Chen i sar., 2007; Arguelles-Arias i sar., 2009; 
Dunlap i sar., 2013; Fira i sar., 2018). Osim toga, dokazano je da ovi lipopeptidi indukuju 
rezistentnost biljaka prema fitopatogenima (Kloepper i sar., 2004; Yamamoto i sar., 2015). 
Lipopeptidi koje proizvode bakterije roda Bacillus su neribozomalno sintetisana jedinjenja 
ĉija se sinteza odvija uz pomoć velikih multienzimskih kompleksa (neribozomalne peptidne 
sintetaze) (Palazzini i sar., 2016). Osim toga, mnoge vrste roda Bacillus sintetińu nekoliko 
jedinjenja iz familije poliketida, kao ńto su bacilaen, dificidin i makrolaktin. Poliketidi 
predstavljaju familiju sekundarnih metabolita koja ukljuĉuje veliki broj bioaktivnih jedinjenja 
sa antibakterijskim, imunosupresivnim i antitumorskim delovanjem (Chen i sar., 2009). 
Jоń јеdаn mеhаnizаm аntimikrоbnоg dеlоvаnjа bakterija roda Bacillus јеstе kоmpеticiја sa 
fitopatogenima kаdа su u pitаnju fаktоri kојi utiĉu nа rаst, оdnоsnо prоstоr i nutriјеnti (Shafi i 
sаr., 2017). Spоsоbnоst spоrulаciје vеćinе sојеvа rоdа Bacillus (Paredes-Sabja i sаr., 2011) 
prеdstаvlја njihоvu еvоlutivnu prеdnоst u pоrеĊеnju sа vеćinоm drugih mikrооrgаnizаmа, 
uzimајući u оbzir dа su njihоvе spоrе оtpоrnе nа visоkе tеmpеrаturе, isuńivаnjе, UV 
zrаĉеnjе i dејstvо rаzliĉitih hеmikаliја, ńtо ih ĉini znаĉајnо оtpоrniјim u pоrеĊеnju sа 
vеgеtаtivnim fоrmаmа rаstа i pоgоdnim zа fоrmulаciјu. Јоń nеkе оsоbinе bаktеriја rоdа 
Bacillus kоје ih ĉinе pоgоdnim zа primеnu u biоlоńkој kоntrоli bilјnih pаtоgеnа оbuhvаtајu 
ĉinjеnicu dа је njihоvо оsnоvnо stаnińtе zеmlјińtе (Hong i sаr., 2009), spоsоbnоst 
kоlоnizаciје kоrеnа bilјаkа, kао i ĉinjеnicа dа sе svrstаvајu u grupu bаktеriја kоје pоdstiĉu 
rаst bilјаkа (PGPB – Plant Growth Promoting Bacteria) (Kumar i sаr., 2012), spоsоbnоst 
indukоvаnjа sistеmskе rеzistеnciје kоd bilјаkа (Kloepper i sаr., 2004; Choudhary i Johri, 
2009), kао i spоsоbnоst еndоfitnе kоlоnizаciје unutrаńnjih tkivа bilјаkа (Santoyo i sаr., 
2016), ńtо је nаrоĉitо znаĉајnо zа biоlоńku kоntrоlu vаskulаrnih pаtоgеnа, mеĊu kојimа su 
vеоmа znаĉајnе bаktеriје rоdа Xanthomonas. UtvrĊeno je da su uspeńna kolonizacija 
rizosfere i proizvodnja lipopeptida dva najznaĉajnija mehanizma za suzbijanje fitopatogena 
prisutnih u zemljińtu od strane Bacillus spp. (Yang i sar., 2014b). Osim svoje supresivne 
funkcije prema fitopatogenima, surfaktin, kao predstavnik familije lipopeptida koje proizvode 
bakterije roda Bacillus, takoĊe olakńava formiranje biofilma na korenu biljke prilikom 
inicijalne kolonizacije od strane biokontrolnih agenasa (Raaijmakers i sar., 2010). 
3.2.1. Bacillus velezensis KAO AGENS BIOLOŠKE KONTROLE 
3.2.1.1. Opšte osobine vrste Bacillus velezensis 
Vrsta Bacillus velezensis je prvi put izolovana iz reke Velez (Malaga, Ńpanija) (Ruiz-García i 
sar., 2005). U pitanju je Gram-pozitivna bakterija ĉije su ćelije ńtapićastog oblika, ńirine 0,5 
µm i duņine 1,5-3,5 µm. Ćelije se javljaju pojedinaĉno, u parovima ili u vidu kratkih lanaca. 
Endospore su elipsoidnog oblika i zauzimaju paracentralnu ili subterminalnu poziciju, pri 
ĉemu nisu ńire od preĉnika ćelije. Endospore takoĊe ne sadrņe parasporalne kristale i ne 
akumuliraju poli-β-hidroksibuternu kiselinu. Ćelije su pokretne i kreću se pomoću peritrihnih 
flagela.  
Na poluĉvrstoj hranljivoj podlozi TSA (Triptone Soy Agar – tripton soja agar) kolonije Bacillus 
velezensis su kremasto bele boje, naborane povrńine i nepravilnih ivica. U teĉnoj hranljivoj 
 10 
 
podlozi TSB (Triptone Soy Bouillon – tripton soja bujon) na povrńini dolazi do formiranja 
tankog filma bakterija, dok je ostatak kultivacione teĉnosti uniformno zamućen, bez niti ili 
gromuljica. 
Bacillus velezensis raste u opsegu temperatura 15-45°C i u opsegu vrednosti pH 5-10. 
Njihov metabolizam je respiratoran, sa kiseonikom kao terminalnim akceptorom elektrona. 
Ne rastu pod anaerobnim uslovima u prisustvu nitrata ili fumarata.  
Bacillus velezensis tolerińe NaCl do koncentracije 12% (w/v). Ove bakterije su 
hemoorganotrofi. Produkuju katalazu i oksidazu. Produkuju kiseline (bez gasa) iz eskulina, 
amigdalina, L-arabinoze, arbutina, celobioze, D-fruktoze, glicerola, D-glukoze, glikogena, 
inozitola, laktoze, maltoze, manitola, D-manoze, metil-α-D-glikozida, D-rafinoze, D-riboze, 
salicina, sorbitola, saharoze, trehaloze i D-ksiloze. Ne proizvode kiseline iz adonitola, D-
arabinoze, D-arabitola, L-arabitola, 2-ketoglukonata, 5-ketoglukonata, dulcitola, eritriola, D-
fukoze, L-fukoze, galaktoze, β-gentiobioze, glukonata, inulina, D-luksoze, D-melezitoze, 
melibioze, metil-α-D-manozida, metil-β-D-ksilozida, N-acetilglukozamina, ramnoze, L-
sorboze, D-tagatoze, D-turanoze, ksilitola i L-ksiloze. Redukuju nitrate i proizvode H2S iz L-
cisteina. Voges-Proskauerova (Voges-Proskauer) reakcija i OPNG (ortho-nitrophenyl-β-
galactoside) test su pozitivni i potvrĊuju prisustvo acetoina i β-galaktozidaze, redom. 
Hidrolizuju krv, skrob, ņelatin i kazein. Rastu i u hranljivim podlogama bez ekstrakta kvasca. 
Testovi usvajanja indola, lizin dekarboksilaze, ornitin dekarboksilaze, ureaze, arginin 
dihidrolaze, triptofan deaminaze, fenilalanina, deaminaze i lizozima (0,001%, w/v) su 
negativni. Ne hidrolizuju Tween 20, Tween 80, DNK i tirozin.  
Bakterije ove vrste su osetljive na amoksicilin, amoksicilin/klavulansku kiselinu, cefalotin, 
hloramfenikol, kolistin, doksiciklin, eritromicin, kanamicin, nalidiksinku kiselinu, nitrofurantoin, 
norfloksacin, novobiocin, rifamicin, trimetroprim/sulfametoksazol i vankomicin. Rezistentne 
su na aztreonam. 
Koliĉina G+C u DNK iznosi 46,1-46,4% (mol) (Ruiz-García i sar., 2005).  
3.2.1.2. Primena Bacillus velezensis u biološkoj kontroli fitopatogena 
Zbog promena u taksonomskoj klasifikaciji vrste Bacillus velezensis literaturni podaci koji se 
mogu pronaći o antimikrobnom delovanju sojeva ove vrste i njihovoj potencijalnoj primeni u 
biolońkoj kontroli razliĉitih fitopatogena seņu uglavnom do desetak godina unazad (tabela 
3.2.). U skorije vreme nekoliko vrsta roda Bacillus, ukljuĉujući Bacillus methylotrophicus, 
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum i Bacillus oryzicola je reklasifikovano u okviru 
vrste Bacillus velezensis na osnovu komparativne genomike (Dunlap i sar., 2016). 
Distinktivne karakteristike vrste Bacillus velezensis ukljuĉuju podsticanje rasta biljaka, 
proizvodnju antimikrobnih metabolita i efikasnu kolonizaciju biljaka (Madhaiyan i sar., 2010; 
Cai i sar., 2016). Mnogi sojevi vrste Bacillus velezensis se koriste kao antagonisti biljnih 
patogena (Yao i sar., 2006; Chen i sar., 2007; Dunlap i sar., 2015). Jedan od glavnih faktora 
koji su povezani sa biokontrolnom aktivnońću vrste Bacillus velezensis jeste proizvodnja 
lipopeptida iz familije surfaktina – surfaktin i lihenizin (Ongena i sar., 2007; Ongena i 
Jacques, 2008), iturina - iturin A, C, D, i E, bacilomicin D,F i L, i mikosubtilin (Hiradate i sar., 
2002; Romero i sar., 2007), i fengicina – fengicini i plipastatini (Ongena i sar., 2007; Chen i 
sar., 2009; Alvarez i sar., 2012), koji bivaju sintetisani metaboliĉkim putevima u kojima 
uĉestvuju neribozomalne peptidne sintetaze i/ili poliketid sintaze. Drugi metaboliti vrste 
Bacillus velezensis, kao ńto su lantipeptidi i terpeni, takoĊe predstavljaju potencijalne 
biokontrolne agense za suzbijanje fitopatogena (Arnison i sar., 2012).  
Bacillus velezensis FZB42 predstavlja prototip Gram-pozitivnih bakterija sa fitostimulatornim 
i biokontrolnim delovanjem (Fan i sar., 2018). Genom ove bakterije sekvenciran je od strane 
Chen i sar. (2007). Od momenta izolovanja ovog soja iz rizosfere (Krebs i sar., 1998), 
objavljeno je preko 140 nauĉnih radova povezanih sa ovim sojem. Soj Bacillus velezensis 
FZB42 i njemu blizak soj Bacillus velezensis FZB24 se uspeńno koriste kao komponente 
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mikrobiolońkih Ċubriva i biokontrolni agensi protiv fungalnih i bakterijskih fitopatogena. 
Podsticanje rasta biljaka i suzbijanje bolesti od strane ova dva soja dokazani su 
eksperimentima u polju za sledeće biljke: krompir (Schmiedeknecht i sar., 1998), pamuk 
(Yao i sar., 2006), jagodu (Sylla i sar., 2013), pńenicu (Talboys i sar., 2014), zelenu salatu 
(Chowdhury i sar., 2013) i paradajz (Elanchezhiyan i sar., 2018). Biokontrolne osobine 
Bacillus velezensis FZB42 poĉivaju na nekoliko mehanizama: osim direktne antibioze i 
kompeticije zahvaljujući proizvodnji spektra sekundarnih metabolita (Borriss, 2011), od velike 
vaņnosti su i benefitan uticaj na mikrobiom biljke domaćina u rizosferi (Erlacher i sar., 2014), 
kao i stimulacija indukovane sistemske rezistentnosti (Chowdhury i sar., 2015a). TakoĊe je 
znaĉajno da, nasuprot primeni Gram-negativnih bakterija sa biokontrolnim delovanjem, 
primena soja Bacillus velezensis FZB42 nije dovela do trajnih promena u sastavu 
mikrobioma rizosfere (Kröber i sar., 2014), već je primena ovog soja uspela da kompenzuje 
negativne promene sastava mikrobioma izazvane prisustvom fitopatogena (Erlacher i sar., 
2014). Soj Bacillus velezensis FZB42 pokazuje znaĉajnu sposobnost kolonizacije biljaka, 
stoga je korińćen kao biokontrolni agens za bolesti paradajza, krastavca, pamuka, duvana i 
zelene salate (Yao i sar., 2006; Wang i sar., 2009; Chowdhury i sar., 2013; Chowdhury i 
sar., 2015b). Al-Ali i sar. (2018) su pokazali da kolonizacija rizosfere paradajza od strane 
soja Bacillus velezensis FZB42 zavisi od produkcije surfaktina i sastava eksudata korena 
paradajza, ali glavni faktor koji utiĉe na uspeńnost kolonizacije rizosfere jeste sposobnost 
obrazovanja biofilma, koja je uslovljena proizvodnjom egzopolisaharida od strane Bacillus 
velezensis FZB42. 
Okidaĉe za indukciju sistemske rezistentnosti kod biljaka predstavljaju razliĉiti sekundarni 
metaboliti – elicitori. Prilikom indukcije rezistentnosti kod biljaka se aktiviraju razliĉiti signalni 
metaboliĉki putevi koji sadrņe jasmonsku kiselinu, etilen i salicilnu kiselinu. Dokazano je da 
je proizvodnja surfaktina, ali i drugih sekundarnih metabolita, kod soja Bacillus velezensis 
FZB42 povezana sa indukcijom sistemske rezistentnosti kod zelene salate suoĉene sa 
fitopatogenom Rhizoctonia solani, za koju su odgovorni signalni metaboliĉki putevi koji 
ukljuĉuju jasmonsku kiselinu i etilen (Chowdhury i sar., 2015b).  
Kada su u pitanju jedinjenja koja podstiĉu rast biljaka, dokazano je da soj Bacillus velezensis 
FZB42 produkuje indol-3-sirćetnu kiselinu (Dunlap i sar., 2015). Arkhipova i sar. (2007) su 
pokazali da ovaj soj proizvodi i citokinin. Osim toga, isparljiva organska jedinjenja koja 
proizvodi Bacillus velezensis predstavljaju okidaĉ za podsticanje rasta biljaka roda 
Arabidopsis regulisanjem homeostaze auksina (Zhang i sar., 2007).  
Lipopeptid bacilomicin D, koji proizvodi soj Bacillus velezensis FZB42, predstavlja efikasnu 
antifungalnu komponentu. UtvrĊeno je da koncentracija ovog jedinjenja od 30 mg/ml inhibira 
Fusarium graminearum sa efikasnońću od 50%. Ovo jedinjenje izaziva morfolońke promene 
membrane i ćelijskog zida hifa i konidija fitopatogena Fusarium graminearum. Osim toga, 
ovo jedinjenje dovodi do akumulacije reaktivnih kiseoniĉnih radikala, ńto uzrokuje smrt hifa i 
konidija ovog fitopatogena. Dokazano je da bacilomicin D suzbija Fusarium graminearum na 
kukuruzu i pńenici (Gu i sar., 2017). TakoĊe, pokazano je da Bacillus velezensis FZB42 
produkuje fengicin i bacilomicin D, koji ispoljavaju sinergistiĉko antimikrobno delovanje protiv 
fungalnog fitopatogena Fusarium oxysporum (Koumoutsi i sar., 2004), dok Bacillus 
velezensis SQR9 proizvodi bacilomicin D sa antifungalnim delovanjem protiv istog 
fitopatogena (Xu i sar., 2013). 
Palazzini i sar. (2007) su dokazali antagonistiĉku aktivnost Bacillus velezensis RC 218 protiv 
fitopatogena Fusarium graminearum, izazivaĉa pńeniĉne glavnice, u in vitro i uslovima 
staklenika. Istraņivanje istih autora (Palazzini i sar., 2016) prońireno je na eksperimente u 
polju. Rezultati istraņivanja su pokazali da ispitivani izolat moņe znaĉajno da smanji 
ozbiljnost pńeniĉne glavnice u uslovima polja, kao i akumulaciju mikotoksina 
(deoksinivalenola) povezanu sa ovim oboljenjem pńenice. Sekvenciranje genoma 
proizvodnog mikroorganizma otkrilo je gene za proizvodnju devet bioaktivnih sekundarnih 
metabolita (surfaktin, iturin A, fengicin, bacilibaktin (siderofora), bacilizin, bacilaen, dificidin, 
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makrolaktin, amilociklicin), kao i lantibiotika ericina, ĉija je proizvodnja jedinstvena za 
ispitivani soj.  
U istraņivanju koje su sproveli Cai i sar. (2016) objavljena je sekvenca celog genoma 
Bacillus velezensis CC09, soja koji je pokazao ńirok spektar antifungalne aktivnosti protiv 
nekoliko fitopatogena, kao ńto su Glomerella glycines, Rhizoctonia solani, Alternaria 
alternata i Blumeria graminis (Cai i sar., 2013; Yang i sar., 2014a). In vitro testiranje 
antifungalne aktivnosti soja CC09, koji proizvodi iturin A (koncentracija 0,66 mg/mg uzorka 
za testiranje antifungalne aktivnosti), pokazalo je znaĉajnu inhibiciju rasta test 
mikroorganizama Geotrichum candidum, Aspergillus niger, Phytophthora capsici i 
Mycosphaerella pomi, ńto je u saglasnosti sa prethodno objavljenim rezultatima (Cai i sar., 
2013). 
Dokazano je da fengicini i iturini ispoljavaju antifungalnu aktivnost in vivo i da inhibiraju rast 
nekoliko fitopatogena (Al-Ali i sar., 2018). Surfaktini ne pokazuju toliko izraņeno antifungalno 
dejstvo, ali pokazuju sinergistiĉki uticaj na biolońku aktivnost iturina (Deravel i sar., 2014) i 
fengicina (Ongena i Jacques, 2008). Dokazano je da surfaktini, iturini i fengicini kao elicitori 
indukuju sistemsku rezistentnost kod biljnih vrsta kao ńto su pasulj, paradajz, dinja i vinova 
loza (Ongena i sar., 2007; Garcia-Gutierrez i sar., 2013; Farace i sar., 2015). Ekspresija 
gena koji su ukljuĉeni u sintezu ovih lipopeptidnih jedinjenja je povećana u prisustvu 
eksudata korena biljaka u rizosferi (Fan i sar., 2012). Zahvaljujući aktivnosti biosurfaktanata i 
svojstvu smanjivanja povrńinskog napona, predloņeno je da ovi lipopeptidi, naroĉito 
surfaktin, doprinose procesu kolonizacije korena od strane biokontrolnih mikroorganizama. 
Ova hipoteza je potkrepljena rezultatima in vitro eksperimenata (Leclere i sar., 2006; 
Ongena i Jacques, 2008), ali i in planta eksperimentima (Fan i sar., 2011; Dietel i sar., 
2013).  
Adeniji i sar. (2018) su ispitivali antimikrobni potencijal liofilizovanog ekstrakta sekundarnih 
metabolita proizvedenih od strane Bacillus velezensis NWUMFkBS10.5 protiv fitopatogena 
Fusarium graminearum primenom masene spektrometrije sa elektro-sprej jonizacijom (ESI‐
Q‐TOF MS), FTIR i NMR tehnike. U poslednjih nekoliko godina postale su dostupne 
genomske informacije o nekoliko sojeva vrste Bacillus velezensis koji pokazuju veliki 
potencijal za biolońku kontrolu fitopatogena Fusarium graminearum (Dunlap i sar., 2013; 
Dunlap i sar., 2015; Lee i sar., 2015; Palazzini i sar., 2016; Pan i sar., 2017). Rezultati 
testiranja antifungalne aktivnosti u okviru istraņivanja koje su sproveli Adeniji i sar. (2018) 
ukazuju na potencijal ispitivanog biokontrolnog agensa za primenu pre sadnje ili nakon ņetve 
ciljane biljne kulture. Primena biokontrolnih agenasa za tretman semena pre sadnje biljaka je 
prouĉena u prethodnim istraņivanjima (Yang i sar., 2015). Antimikrobna aktivnost 
supernatanta osloboĊenog ćelija dobijenog kultivacijom soja Bacillus velezensis 
NWUMFkBS10.5 ukazuje na prisustvo sekundarnih metabolita od potencijalnog industrijskog 
znaĉaja nakon preĉińćavanja dovoljnog stepena i proizvodnje u dovoljnim koliĉinama. 
Lipopeptidni ekstrakt pokazao je odliĉnu antifungalnu aktivnost u poreĊenju sa komercijalnim 
fungicidima ĉije je dejstvo na ispitivani patogen takoĊe utvrĊeno. Ovi rezultati su u korelaciji 
sa prethodno objavljenim studijama koje istiĉu antipatogeno dejstvo sirovih, parcijalno 
preĉińćenih ili preĉińćenih ekstrakata bakterijskih antagonista (Chen i sar., 2010; Mousa i 
sar., 2015). Primenom ESI-MS (Electrospray Ionisation Mass Spectrometry) detektovano je 
prisustvo lipopeptidnih jedinjenja, a primenom PCR utvrĊeno je prisustvo gena za biosintezu 
surfaktina, bacilomicina, iturina D i fengicina kod ispitivanog soja Bacillus velezensis 
NWUMFkBS10.5.  
Bacillus velezensis B006 predstavlja biokontrolni agens ĉiji mehanizmi delovanja protiv 
fitopatogena se uglavnom ogledaju u efikasnoj kolonizaciji biljaka i proizvodnji surfaktina 
(Wang i sar., 2018). U ovom istraņivanju ispitani su metaboliĉki putevi proizvodnje surfaktina 
sa ciljem doprinosa ovog istraņivanja formulaciji sastava komercijalnog medijuma za 
dobijanje većih prinosa ovog metabolita. U prethodnim istraņivanjima utvrĊeno je da 
kultivacioni medijumi razliĉitog sastava favorizuju formiranje spora (Guo i sar., 2018) i 
proizvodnju surfaktina (Wang i sar., 2017) od strane soja Bacillus velezensis B006. UtvrĊeno 
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je da biosinteza aminoacil-tRNK, metabolizam glicerolipida i biosinteza 
pantotenata/koenzima A doprinose proizvodnji surfaktina.  
Skorańnje istraņivanje koje su sproveli Wu i sar. (2018) pokazalo je da neribozomalno 
sintetisani lipopeptidi (fengicin i bacilomicin) i neribozomalno sintetisani poliketidi 
(makrolaktin, dificidin i bacilaen), dipeptid bacilizin, egzopolisaharidi i isparljiva organska 
jedinjenja soja Bacillus velezensis SQR9 doprinose indukciji sistemske rezistentnosti prema 
fitopatogenima Botrytis cinerea i Pseudomonas syringae pv. tomato kod biljaka roda 
Arabidopsis. 
Jiang i sar. (2018) su pokazali da dva soja vrste Bacillus velezensis, B. velezensis 5YN8 i B. 
velezensis  DSN012, pokazuju visoku aktivnost hidrolaze, kao i biokontrolnu aktivnost sive 
truleņi paprike, a takoĊe je dokazano da podstiĉu rast paprike. U istom istraņivanju pokazano 
je da sekundarni metaboliti oba ispitivana soja efikasno suzbijaju rast micelijuma Botrytis 
cinerea, kao i da oba soja proizvode isparljiva organska jedinjenja koja inhibiraju sporulaciju 
pomenutog fitopatogena paprike. TakoĊe je otkriveno da oba soja vrste Bacillus velezensis 
mogu da aktiviraju imunitet paprike i da pojaĉaju imuni odgovor biljke prema fitopatogenu 
Botrytis cinerea aktiviranjem signalnog metaboliĉkog puta salicilne kiseline. Osim toga, oba 
ispitivana soja poboljńavaju aktivnost ćelijskog odbrambenog odgovora, akumulaciju vodonik 
peroksida i aktivnost enzima koji su povezani sa odbranom biljke od fitopatogena Botrytis 
cinerea.  
U istraņivanju koje su sproveli Cao i sar. (2018) ispitana je antagonistiĉka aktivnost dva soja 
(Bacillus velezensis Y6 i Bacillus velezensis F7) protiv fitopatogena Ralstonia solanacearum 
i Fusarium oxysporum u laboratorijskim i uslovima staklenika. Identifikovana su tri 
lipopeptidna jedinjenja (surfaktin, iturin i fengicin) odgovorna za antimikrobnu aktivnost protiv 
ispitivanih fitopatogena. Osim toga, ispitana je uloga ovih lipopeptidnih jedinjenja u biolońkim 
procesima vaņnim za kolonizaciju rizosfere. Dokazano je da iturin i fengicin, pored 
ispoljavanja antibakterijskog delovanja, takoĊe utiĉu na pokretljivost ćelija i formiranje 
biofilma, a samo iturin igra glavnu ulogu u zańtiti biljke od fitopatogena Fusarium oxysporum. 
Osim toga, otkriveno je da dolazi do znaĉajne stimulacije produkcije ovih lipopeptidnih 
jedinjenja prilikom interakcije sa fitopatogenom Ralstonia solanacearum.  
Chen i sar. (2019) su ispitivali potencijal endofitne bakterije kikirikija Bacillus velezensis 
LDO2 za biolońku kontrolu fitopatogena i podsticanje rasta ove biljke. Soj Bacillus velezensis 
LDO2 ispoljio je znaĉajnu antimikrobnu aktivnost protiv fitopatogenih gljiva i bakterija koje 
napadaju kikiriki, sa naglaskom na inhibiciju rasta i izazivanje deformacija micelijuma 
fitopatogene gljive Aspergillus flavus. TakoĊe, u ovom istraņivanju su identifikovani klasteri 
gena odgovorni za proizvodnju antifungalnih metabolita (fengicin, surfaktin, bacilizin) i 
antibakterijskih metabolita (butirozin, bacilaen, dificidin, makrolaktin, surfaktin, bacilizin). Soj 
Bacillus velezensis LDO2 takoĊe karakterińe sposobnost podsticanja rasta biljaka 
posredstvom nekoliko mehanizama: solubilizacija fosfata, proizvodnja siderofora i 
podsticanje rasta korena biljke.  
Meng i sar. (2016) su ispitivali uticaj soja Bacillus velezensis BAC03 na podsticanje rasta 
sledećih biljaka: ńećerna repa, ńargarepa, krastavac, paprika, krompir, rotkvica, tikvica, 
krompir i cvekla. Koliĉina inokuluma biokontrolnog agensa iznosila je 105 CFU/cm3 zemlje u 
skasijama u kojima je vrńeno ispitivanje u uslovima staklenika. Rezultati istraņivanja su 
pokazali da soj Bacillus velezensis BAC03 podstiĉe rast testiranih biljaka, sa primetnim 
razlikama u podsticanju rasta razliĉitih delova biljaka. Primena inokuluma 10 dana nakon 
sadnje dala je najbolji rezultat u pogledu mase rotkvica u poreĊenju sa primenom 
biokontrolnog agensa u drugim fazama rasta biljke. Ovi autori su takoĊe objavili da Bacillus 
velezensis BAC03 produkuje indol-3-sirćetnu kiselinu i amonijak, kao i 1-aminociklopropan-
1-karboksilat deaminazu, koji podstiĉu rast biljaka. Acetoin i 2,3-butandiol su detektovani kao 
glavna isparljiva organska jedinjenja koja takoĊe pokazuju uticaj na rast biljaka. Prethodno, 
Meng i sar. (2012) su dokazali antimikrobno dejstvo soja Bacillus velezensis BAC03 in vitro, 
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dok su Meng i sar. (2013) dokazali i biokontrolna svojstva istog soja u uslovima staklenika i 
polja.  
Gao i sar. (2017) su ispitivali antifungalnu aktivnost isparljivih organskih jedinjenja koja 
proizvodi soj Bacillus velezensis ZSY-1, ĉime je utvrĊeno antifungalno delovanje ovih 
jedinjenja protiv fitopatogena Alternaria solani, Botrytis cinerea, Valsa mali, Monilinia 
fructicola, Fusarium oxysporum f. sp. capsicum i Colletotrichum lindemuthianum. Gasno 
hromatografska analiza uz primenu masene spektrometrije otkrila je sposobnost za 
proizvodnju 29 isparljivih organskih jedinjenja od strane soja Bacillus velezensis ZSY-1. 
MeĊu ispitivanim jedinjenjima najvińe pripada grupi ketona (sedam jedinjenja), alkohola (ńest 
jedinjenja) i alkana (ńest jedinjenja). Uoĉena je najveća koncentracija sledećih jedinjenja: 2-
tridekanon, pirazin (2,5-dimetil), benzotiazol i fenol (4-hloro-3-metil). Znaĉanju antifungalnu 
aktivnost protiv fitopatogena Alternaria solani i Botrytis cinerea ispoljila su sledeća jedinjenja: 
pirazin (2,5-dimetil), benzotiazol, fenol (4-hloro-3-metil) i fenol-2,4-bis (1,1-dimetiletil), ńto 
ukazuje na znaĉajan potencijal ovih jedinjenja za primenu u biolońkoj kontroli fungalnih 
oboljenja paradajza. 
Objavljeno je da isparljiva organska jedinjenja koja produkuje Bacillus velezensis GB03 
predstavljaju okidaĉ za pokretanje signalnih metaboliĉkih puteva etilena i jasmonske kiseline 
(Sharifi i Ryu, 2016). Identifikovano je 13 isparljivih organskih jedinjenja primenom gasne 
hromatografije kuplovane sa masenom spektrometrijom. Benzaldehid i 1,3-butadien su 
znaĉajno inhibirali rast kolonija, vijabilnost i pokretljivost ćelija fitopatogena Ralstonia 
solanacearum, izazivaĉa bakterijskog uvenuća kod velikog broja biljaka (Tahir i sar., 2017). 
U istom istraņivanju je utvrĊeno da je indukcija sistemske rezistentnosti povezana sa 
signalnim metaboliĉkim putem salicilne kiseline, ĉiji elicitor je surfaktin.  
Tabela 3.2. Primena Bacillus velezensis u biolońkoj kontroli fitopatogena – pregled literature 
Fitopatogen - biljka Soj Delovanje Referenca 
Fusarium graminearum - 
pńenica 
B. velezensis RC 218 Biofungicidno 
Palazzini i sar., 2007 
Palazzini i sar., 2016 
Palazzini i sar., 2018 
Fusarium graminearum -pńenica B. velezensis LM2303 Biofungicidno Chen i sar., 2018 
Fusarium graminearum - 
kukuruz 
Fusarium culmorum - kukuruz 
B. velezensis 
NWUMFkBS10.5 
Biofungicidno Adeniji i sar., 2018 
Fusarium oxysporum f. sp. 
fragariae - jagoda 
B. velezensis BS87 Biofungicidno Nam i sar., 2009 
Fusarium oxysporum f. sp. 
physicali - ogrozd 
B. velezensis Bs006 Biofungicidno 
Moreno-Velandia i 
sar., 2018 
Fusarium oxysporum - neven 
Botrytis cinerea - neven 
B. velezensis 26SETS Biofungicidno Kaki i sar., 2013 
Botrytis cinerea - paprika 
B. velezensis 5YN8 
B. velezensis DSN012 
Biofungicidno Jiang i sar., 2018 
Alternaria solani - paradajz 
Botrytis cinerea - paradajz 
Valsa mali 
Monilinia fructicola 
Fusarium oxysporum f. sp. 
capsicum 
B. velezensis ZSY-1 Biofungicidno Gao i sar., 2017 
Alternaria panax - ginseng 
Botrytis cinerea - paradajz 
Colletotrichum coccodes – 
crvena paprika 
Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici - paradajz 
Magnaporthe oryzae - pirinaĉ 
Pythium infestans - paradajz 
Pythium ultimum - krastavac 
B. velezensis 6341 Biofungicidno Lim i sar., 2017 
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Rhizoctonia solani - pirinaĉ 
Sclerotinia sclerotium - 
krastavac 
Ralstonia solanacearum – 
paradajz 
Fusarium oxysporum f. sp. 
cubense - banana 
B. velezensis Y6 
B. velezensis F7 
Biobaktericidno 
Biofungicidno 
Cao i sar., 2018 
Phytophtora capsici – ĉili 
paprika 
Phytophtora citricola - 
Arabidopsis thaliana 
Phytophtora palmivora - 
Arabidopsis thaliana 
Phytophtora cinnamom - 
Arabidopsis thaliana 
B. velezensis Biofungicidno 
Syed-Ab-Rahman i 
sar., 2018 
Aspergillus niger 
Mucor sp. 
B. velezensis KLP2016 Biofungicidno Meena i sar., 2018 
Aspergillus tenuissima - kikiriki 
Aspergillus niger - kikiriki 
Aspergillus flavus - kikiriki 
Fusarium oxysporum - kikiriki 
Fusarium moniliforme - kikiriki 
Rhizoctonia solani- kikiriki 
Rhizopus sp. - kikiriki 
Ralstonia solanacearum - kikiriki 
B. velezensis LDO2 
Biofungicidno 
Biobaktericidno 
Chen i sar., 2019 
Bacillus cereus 
Clavibacter michiganensis 
Pantoea agglomerans 
Ralstonia solanacearum 
Xanthomonas campestris 
Xanthomonas euvesicatoria 
Cochliobolus carbonum 
Fusarium oxysporum 
Fusarium solani 
Giberella pulicanis 
Giberella zeae 
Monilinia fructicola 
Pyrenochaeta terrestris 
Rhizoctonia solani 
Alternaria solani 
B. velezensis 9D-6 
Biofungicidno 
Biobaktericidno 
Grady i sar., 2019 
Xanthomonas campestris pv. 
campestris - kupus 
 Biobaktericidno Lui i sar., 2016 
Xanthomonas campestris pv. 
campestris - kupus 
B. velezensis AP 136 
B. velezensis AP 188 
B. velezensis AP 213 
B. velezensis AP 218 
B. velezensis AP 219 
B. velezensis AP 295 
B. velezensis AP 305 
Biobaktericidno Liu i sar., 2016 
Streptomyces scabies - rotkvica B. velezensis BAC03 Biobaktericidno Meng i Hao, 2017 
Pythium aphanidermatum – 
zelena salata 
B. velezensis Biofungicidno 
Kanjanamaneesathian 
i sar., 2013 
Blumeria graminis - pńenica B. velezensis CC09 Biofungicidno Cai i sar., 2016 
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3.3. BAKTERIJE RODA Xanthomonas KAO PATOGENI 
BILJAKA 
МеĊu nајznаĉајniјim оbоlјеnjimа pоvrćа kоје sе u nаńој zеmlјi kоristi u ishrаni u vеlikim 
kоliĉinаmа јеsu bаktеriоzе pаrаdајzа, pаprikе i bilјаkа iz pоrоdicе kupusnjаĉа, kао ńtо su 
kupus, kаrfiоl, kеlј i brоkоli. Nајĉеńći uzrоĉnici bоlеsti nаvеdеnih bilјаkа јеsu fitоpаtоgеnе 
bаktеriје rоdа Xanthomonas, kоје оsim gubitаkа u prinоsu bilјаkа, а sаmim tim i vеlikih 
еkоnоmskih gubitаkа, tаkоĊе prеdstаvlјајu prоblеm u smislu vеоmа kоmplikоvаnоg 
suzbiјаnjа i kоntrоlе оbоlјеnjа bilјаkа nаkоn njеgоvе pојаvе u pоlјu. Kontrolu bakterijskih 
oboljenja biljaka dodatno komplikuje diverzitet bakterijskih fitopatogena, poteńkoće u 
dobijanju rezistentnih sorti biljaka, sposobnost bakterijskih fitopatogena da u kratkom 
vremenskom periodu dostignu veliku gustinu populacije usled brzog umnoņavanja i 
nedostatak efikasnih hemijskih sredstava za njihovu kontrolu (Jones i sar., 2012). Nasuprot 
velikom broju hemijskih preparata za kontrolu fungalnih fitopatogena, na trņińtu je dostupno 
samo nekoliko baktericida sa ograniĉenom efikasnońću u zańtiti biljaka (Milijańević-Marĉić i 
sar., 2018). Izоstаnаk еfikаsnоsti prеpаrаtа nа bаzi bаkrа, zаbrаnа upоtrеbе аntibiоtikа u 
suzbiјаnju fitоpаtоgеnih bаktеriја i pојаvа rеzistеntnih pоpulаciја fitоpаtоgеnа doveli su do 
potrebe za pronalaņenjem zdrаvstvеnо bеzbеdnih, еfikаsnih prеpаrаtа zа zаńtitu bilја kојi bi 
sе mоgli pоnuditi nа trņińtu.  
Nајznаĉајniје fitоpаtоgеnе bаktеriје kоје pripаdајu rоdu Xanthomonas i izаzivајu znаĉајnе 
еkоnоmskе gubitkе, prе svеgа u pоglеdu prinоsа, јеsu Xanthomonas campestris pv. 
campestris, izаzivаĉ crnе trulеņi bilјаkа iz pоrоdicе kupusnjаĉа, i Xanthomonas 
euvesicatoria, izаzivаĉ bаktеriјskе pеgаvоsti listоvа i plоdоvа pаprikе i pаrаdајzа.  
3.3.1. CRNA TRULEŢ KUPUSNJAĈA – Xanthomonas campestris pv. 
campestris 
Crna truleņ je jedna od ekonomski najznaĉajnih bolesti biljaka familije Brassicaceae i divljih 
vrsta reda Capparalles (Aires i sar., 2011). Kao ńto je prethodno pomenuto, uzroĉnik ove 
bolesti je mikrobiolońki fitopatogen Xanthomonas campestris pv. campestris, Gram-
negativna aerobna bakterija poznata po sposobnosti proizvodnje ksantana, esktracelularnog 
polisaharida. Najvaņniji poljoprivredni usevi koje napada ovaj fitopatogen su kupus, kelj, 
prokelj, brokoli i karfiol, kod kojih ovaj fitopatogen uzrokuje znaĉajne gubitke prinosa 
(Vicente i Holub, 2013) jer obolele biljke nemaju trņińnu vrednost i trunu brzo nakon branja 
(Massomo i sar., 2004a). Crna truleņ je bolest koja uglavnom potiĉe iz semena biljaka, ali 
inficirane sadnice, zemljińte (Dane i Shaw, 1996) i ostaci inficiranih useva (Kocks i Zadocks, 
1996) takoĊe mogu predstavljati rezervoar kontaminacije. Fitopatogeni se mogu preneti sa 
biljke na biljku putem vetra, vode za navodnjavanje, aerosola, kińe, insekata, poljoprivredne 
mehanizacije i ljudi. Pljuskovi ili navodnjavanje useva prskanjem mogu doprineti ńirenju 
fitopatogena sa obolelih biljaka na biljke koje se nalaze u blizini (Hugouvieux i sar., 1998). 
Xanthomonas campestris pv. campestris ulazi u biljku kroz hidatode na ivicama listova 
reapsorcijom kapljica koje nastaju gutacijom u listove (Vicente i Holub, 2013). Neki sojevi 
mogu da inficiraju biljke ulaskom kroz stome i kolonizacijom apoplastiĉnog prostora pre 
ulaska u vaskularno tkivo, ali je ovaj mehanizam infekcije redak jer zahteva redukovanu 
hidrofobnost povrńine listova, odnosno modifikaciju sastava kutikularnog voska oko stoma. 
Druga mesta na kojima moņe da doĊe do infekcije ovim fitopatogenom ukljuĉuju povrede na 
biljci ili koren, ali u svakom sluĉaju finalna destinacija fitopatogena je vaskularno tkivo (Aires 
i sar., 2011). Infеkciја је obiĉno lаtеntnа nа niskim tеmpеrаturаmа, pri ĉemu fitopatogeni 
opstaju u vaskularnom sistemu bez vidljivih simptoma, аli ĉim tеmpеrаturа prеĊе 25°C 
fitopаtоgеni pоĉinju dа sе krеću krоz vаskulаrni sistеm, uz simultаnu prоizvоdnju ksаntаnа 
kојi zаĉеplјuје ksilеmskе sudоvе i оgrаniĉаvа prоtоk vоdе, ńtо rеzultuје hlоrоtiĉnim ņutim 
lеziјаmа nа listоvimа i kоrеnju. Imе bоlеsti, tо јеst, crnа trulеņ, pоtiĉе оd tаmnе bоје vеnа nа 
listоvimа kоја sе јаvlја uslеd krеtаnjа pаtоgеnа krоz vаskulаrni sistеm (Williams, 1980). 
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Тkivа pоgоĊеnа infеkciјоm pоstајu nеkrоtiĉnа, а dоlаzi i dо prеrаnоg оpаdаnjа listоvа. 
Sеkundаrnа infеkciја izаzvаnа drugim bаktеriјаmа, kао ńtо su Erwinia carotowora ili 
Pseudomonas marginalis, оdgоvоrnа је zа trulјеnjе оbоlеlih bilјаkа (Vicente i Holub, 2013). 
Prevencija crne truleņi kupusnjaĉa postiņe se korińćenjem sertifikovanih sadnica i semena 
bez fitopatogena, rotacijom useva, eliminacijom potencijalnih izvora infekcije (ostaci 
inficiranih useva i korovi) i korińćenjem rezistentnih sorti, ali ovi metodi su pokazali samo 
ograniĉen uspeh u poljoprivrednoj praksi (Taylor i sar., 2002). Suzbijanje ńirenja bolesti 
postiņe se izbegavanjem navodnjavanja prskanjem i primenom hlor dioksida u vodi za 
navodnjavanje useva. TakoĊe se primenjuju fiziĉki i hemijski tretmani semena, kao ńto su 
tretman toplom vodom (Nega i sar., 2003), natrijum hipohloritom, cink sulfatom, bakar 
acetatom, vodonik peroksidom ili antibioticima (Mew i Natural, 1993), ali ovi tretmani nisu u 
potpunosti efikasni. Usled toga, istraņivaĉi ńirom sveta ispituju alternativne naĉine za 
kontrolu crne truleņi, meĊu kojima biolońka kontrolna primenom mikrobiolońkih biokontrolnih 
agenasa predstavlja obećavajuće reńenje. 
3.3.2. BAKTERIOZNA PEGAVOST PAPRIKE I PARADAJZA – Xanthomonas 
euvesicatoria 
Xanthomonas euvesicatoria je fitopatogen rasprostranjen ńirom sveta koji napada paprike i 
paradajz prilikom gajenja u polju, najĉeńće u zemljama sa kontinentalnom, tropskom i 
suptropskom klimom. Osim navedenih biljaka, kao biljke domaćini ovog fitopatogena javljaju 
se i ĉeri paradajz i ĉili paprika (Potnis i sar., 2015). Ovaj fitopatogen se nalazi na A2 listi u 
EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization – Evropska i 
mediteranska organizacija za zańtitu biljaka) regionu usled razornih posledica bakteriozne 
pegavosti, koja izaziva gubitke prinosa paradjza (EPPO, 2018). Gubici u prinosu useva su 
veoma veliki ukoliko rano u toku rasta doĊe do infekcije. Ońtećenja listova nastala usled 
dejstva fitopatogena povećavaju izloņenost plodova suncu, ńto obiĉno rezultuje sunĉanicom 
plodova. Iako su lezije plodova uglavnom samo povrńinske, ipak doprinose smanjenju 
kvaliteta za prodaju sveņih plodova, kao i za njihovu preradu. Xanthomonas euvesicatoria se 
prenosi sa jedne na dugu biljku uglavnom putem semena, ali i putem ostataka inficiranih 
biljaka, na primer stabala. TakoĊe moņe da preņivi u zemljińtu, uglavnom u rizosferi biljaka 
koje nisu domaćini ovog fitopatogena (Bashan i sar., 1982a). U staklenicima se infekcija 
ovim patogenom deńava usled primene zaraņenog semena. Ńirenje fitopatogena se odvija 
putem kińe ili navodnjavanja prskanjem. Vijabilne bakterije su takoĊe detektovane u 
aerosolu u polju, ńto ukazuje na mogućnost prenońenja fitopatogena i ovim putem (McInnes 
i sar., 1988). Ńirenju bolesti pogoduju pljuskovi, visoka vlaņnost vazduha i temperatura 30-
35°C (Diab i sar., 1982a; Diab i sar., 1982b). Fitopatogeni mogu da preņive na semenu 
paradjza i paprike i do 10 godina (Bashan i sar., 1982b). Uz relativno ograniĉenu sposobnost 
preņivljavanja fitopatogena u zemljińtu i kontrolisanim uslovima plastenika, smatra se da se 
iskljuĉenje infekcije tokom gajenja u plastenicima postiņe striktnom upotrebom sertifikovanog 
semena bez prisustva fitopatogena (EPPO, 1996).  
Infekcija listova se deńava ulaskom fitopatogena kroz stome, a infekcija plodova povrća na 
mestima povreda, kao ńto su abrazije ili ubodi insekata. Uglavnom dolazi do infekcije samo 
mladih plodova povrća. Fitopatogen moņe da se epifitno umnoņava na mladim biljkama bez 
ispoljavanja simptoma bolesti (Zhang i sar., 2009). Umnoņavanje fitopatogena na paprici se 
obiĉno deńava na mladim plodovima, u vidu sluzi, bez ispoljavanja simptoma (Bashan i sar., 
1982a). Dokazano je da proreĊivanje listova na sadnicama paradajza doprinosi ńirenju 
bolesti, stoga je preporuĉeno da se kidanje listova vrńi u popodnevnim ĉasovima kada je 
biljka suva i da se pri tome koriste sredstva za dezinfekciju ruku (Pohronezny i sar., 1990).  
Simptomi bakteriozne pegavosti na plodovima paradjza ukljuĉuju povrńinske fleke ili kraste 
nalik na plutu, sa vodenastim ivicama, ovalnog ili nepravilnog oblika i preĉnika 2-10 mm. Na 
plodovima paprike se retko uoĉavaju simptomi jer mladi inficirani plodovi uglavnom otpadnu. 
Ukoliko doĊe do pojave simptoma na plodovima paprike, javljaju se krastave, ispupĉene i 
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beliĉaste lezije (EPPO, 2013). Na listovima paprike i paradajza simptomi bakteriozne 
pegavosti se uoĉavaju kao vlaņne lezije nepravilnog  oblika, koje vremenom poprimaju braon 
boju i postaju nekrotiĉne (EPPO, 1996; Hassan i Zyton, 2017). Lezije su obiĉno okruņene 
velikim hlorotiĉnim zonama (EPPO, 2013). Vrlо ĉеstо dоlаzi dо spајаnjа flеkа, nеkrоzе i 
prеrаnоg оpаdаnjа listоvа. Оsim nа listоvimа, simptоmi sе nајĉеńćе ispоlјаvајu nа stаblu, а 
infekcija plоdоvа uzrоkuјe znаĉајnе gubitkе u prinоsu, nаrоĉitо kаdа su еkоlоńki uslоvi 
pоgоdni zа rаzvој pаtоgеnа (Obradović i sаr., 2004). 
Kontrola bakteriozne pegavosti se uglavnom sprovodi pre svega korińćenjem zdravog i 
tretiranog semena, kao i sadnica bez prisustva fitopatogena, odstranjivanjem ostataka 
inficiranih biljaka (Balaņ i Delibańić, 2005), a takoĊe i posebnom paņnjom prilikom rukovanja 
mladim sadnicama kako bi se spreĉilo ńirenje bolesti u ranoj fazi rasta biljaka (Goode i 
Sasser, 1980). Suzbijanje bolesti je moguće tretmanom razliĉitim hemijskim jedinjenjima, 
uglavnom na bazi bakra (Azaizeh i Bashan, 1984), ili kombinacijom jedinjenja bakra sa 
etilenbisditiokarbamatima, kao ńto su maneb i mankozeb. Ĉesta primena ovih preparata 
dovela je do pojave sojeva Xanthomonas euvesicatoria otpornih na dejstvo ovih jedinjenja 
(Grifin i sar., 2017). Osim toga, primena etilenbisditiokarbamata je ograniĉena usled 
negativnog uticaja na ņivotnu sredinu i poońtravanja kriterijuma Evropske agencija za 
bezbednost hrane (EFSA – European Food Safety Authority) (Mercer i Latorse, 2003). 
TakoĊe, prisutna je i upotreba antibiotika, pre svega streptomicina i kasugamicina (Vallad i 
sar., 2010), u zemljama gde je dozvoljena primena antibiotika za suzbijanje bakterioza 
biljaka. MeĊutim, Xanthomonas euvesicatoria veoma brzo razvija rezistentnost i prema 
streptomicinu (Minsavage i sar., 1990). Za dezinfekciju zemljińta moņe se koristiti fumigacija 
metil bromidom. Za iskorenjavanje infekcije semena moņe se primeniti nekoliko tretmana: 
0,8% sirćetna kiselina tokom 24 h, 5% HCl tokom 5-10 h, 1,05% natrijum hipohlorit tokom 30 
min, 0,05% HgCl2 tokom 5 min i tretman toplom vodom (56°C) tokom 30 min (Dempsey i 
Chandler, 1963). TakoĊe se preporuĉuje korińćenje rezistentnih sorti paprike i paradajza. 
MeĊutim, neki sojevi fitopatogena Xanthomonas euvesicatoria mogu da prevladaju gene 
rezistentnosti i izazovu oboljenje i kod rezistentnih biljaka (Milijańević i sar., 2006). 
Alternativne strategije kontrole fitopatogena Xanthomonas euvesicatoria obuhvataju primenu 
aktivatora otpornosti biljaka (na primer, acibenzolar-S-metil) (Buonaurio i sar., 2002), kao i 
primenu biolońkih agenasa kao ńto su bakteriofagi (Flaherty i sar., 2000) i bakterijski 
biokontrolni agensi (Byrne i sar., 2005). 
3.3.3. BIOLOŠKA KONTROLA FITOPATOGENA RODA Xanthomonas 
PRIMENOM BAKTERIJA RODA Bacillus 
Kаdа је u pitаnju biоlоńkа kоntrоlа fitopаtоgеnih bakterija roda Xanthomonas primеnоm 
bаktеriја rоdа Bacillus, mоņе sе zаklјuĉiti dа sе mаli brој istrаņivаnjа bаviо оvоm tеmаtikоm. 
Luna i sаr. (2002) su tеstirаli аntimikrоbnu аktivnоst nеkоlikо izоlаtа rоdа Bacillus prоtiv 
Xanthomonas campestris pv. campestris. Monteiro i sаr. (2005) i Issazadeh i sаr. (2012) 
dоkаzаli su sliĉnu аntimikrоbnu аktivnоst kultivаciоnih tеĉnоsti sојеvа Bacillus subtilis i 
Bacillus cereus, rеdоm, prоtiv fitоpаtоgеnih sојеvа Xanthomonas campestris, dоk u 
istrаņivаnju kоје su sprоvеli Földes i sаr. (2000) sој Bacillus subtilis IFS-01 niје pоkаzао 
аntimikrоbnu аktivnоst prоtiv fitоpаtоgеnih izоlаtа оvе vrstе. de Carvalho i sаr. (2010) i 
Deivamany i Muthamilan (2015) su dоkаzаli in vitro аntimikrоbnu аktivnоst sојеvа Bacillus 
subtilis R14 i Bacillus subtilis prоtiv fitоpаtоgеnih sојеvа Xanthomonas campestris pv. 
campestris. Маli brој istrаņivаnjа usmеrеn је kа оptimizаciјi prоcеsа prоizvоdnjе 
аntimikrоbnih аgеnаsа, kао i sаmоg pоstupkа fоrmulаciје gоtоvоg prоizvоdа. ТаkоĊе, 
rеzultаti nајvеćеg brоја istrаņivаnjа zаsnivајu sе nа tеstirаnju аntimikrоbnе аktivnоsti in vitro, 
dоk sе mаnji brој istrаņivаnjа tеmеlјi nа ispitivаnju dеlоvаnjа prеpаrаtа in vivo ili nа sаmоm 
mеstu primеnе, dаklе u pоlјu. Маli brој еkspеrimеntаlnih istrаņivаnjа in vivo ukаzuје nа 
pоtrеbu ispitivаnjа dејstvа prоizvеdеnih prеpаrаtа prоtiv dеfinisаnih fitоpаtоgеnа nа mеstu 
primеnе, јеr su istrаņivаnjа pоkаzаlа dа ĉеstо nе pоstојi kоrеlаciја izmеĊu аktivnоsti 
prеpаrаtа in vitro i in vivо, prе svеgа zbоg rаzliĉitоsti uslоvа u kојimа sе prеpаrаt primеnjuје.  
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Wulff i sаr. (2002a, 2002b) tеstirаli su еfikаsnоst sоја Bacillus subtilis BB nа sаdnicаmа 
kupusа i u еkspеrimеntimа u pоlјu sа cilјеm suzbiјаnjа crnе trulеņi, dоk su Massomo i sаr. 
(2004b) tеstirаli izоlаt rоdа Bacillus prоtiv crnе trulеņi kupusа u kоntrоlisаnim uslоvimа (u 
stakleniku) i u pоlјu.  
Lui i sar. (2016) su ispitivali uticaj PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) sojeva i 
njihovih kombinacija na indukovanje sistemske rezistentnosti i podsticanje rasta kupusa, sa 
ciljem suzbijanja crne truleņi (fitopatogena Xanthomonas campestris pv. campestris). U 
preliminarnim testiranjima dokazano je da sojevi vrste Bacillus velezensis oznaĉeni kao 
AP136, AP188, AP213, AP218, AP219, AP295 i AP305 redukuju broj folijarnih lezija 
uzrokovanih prisustvom fitopatogena. Ovi sojevi su takoĊe ispitani i u uslovima staklenika i 
polja, u kombinaciji sa sojevima Bacillus safensis AP7, Bacillus altitudinis AP18, Bacillus 
mojavensis AP209, Fictibacillus solisalsi AP217 i Lysinibacillus macrolides AP282. Rezultati 
ukazuju na sinergistiĉko dejstvo ispitanih sojeva u pogledu smanjenja uĉestalosti pojave 
crne truleņi, kao i u pogledu povećanja suve materije izdanaka i korena, ńto ukazuje na 
sposobnost podsticanja rasta kupusa od strane kombinacije ispitivanih PGPR sojeva.  
Ji i sar. (2006) su ispitivali suzbijanje bakteriozne pegavosti paradajza u eksperimentima u 
polju u Alabami i Floridi primenom biokontrolnog agensa Bacillus pumilus SE34, koji 
istovremeno podstiĉe i rast biljaka. Primećeno je znaĉajno suzbijanje ovog oboljenja 
paradajza primenom ispitivanog soja u dva eksperimenta izvedena u uslovima polja. 
Roberts i sar. (2008) ispitivali su efikasnost biokontrolnog agensa Bacillus subtilis QST 713 u 
kombinaciji sa bakarnim jedinjenjima za biolońku kontrolu Xanthomonas campestris pv. 
vesicatoria u eksperimentima u polju. Tretman biljaka sprej formulacijom koja sadrņi 
biokontrolni agens i bakar hidroksid nije pokazao statistiĉki znaĉajnu razliku u poreĊenju sa 
tretmanom primenom bakar-mankozeb standarda.  
Suárez-Estrella i sar. (2014) su ispitivali supresivna svojstva agroindustrijskog komposta 
inokulisanog biokontrolnim agensom, sojem Bacillus pumilus MSW231, protiv fitopatogena 
paradjza Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Stepen izolacije fitopatogena iz inficiranih 
biljaka je redukovan za 95% primenom komposta inokulisanog biokontrolnim agensom. 
Milijańević-Marĉić i sar. (2018) su ispitivali in vitro antimikrobnu aktivnost nekoliko sojeva 
vrste Bacillus subtilis protiv fitopatogena Xanthomonas vesicatoria NCPPB 422, izolovanog 
sa paradajza. Najveći preĉnici zona inhibicije protiv ispitivanog fitopatogena dobijeni su 
primenom sojeva Bacillus subtilis B-319, Bacillus subtilis B-325 i Bacillus subtilis B-358. 
3.4. RAZVOJ BIOTEHNOLOŠKIH PROCESA PROIZVODNJE 
BIOKONTROLNIH AGENASA 
Prоizvоdnjа prеpаrаtа zа biоlоńku kоntrоlu bilјnih ńtеtоĉinа nа bаzi mikrооrgаnizаmа 
prеdstаvlја kоmplеksаn i skup biоtеhnоlоńki pоstupаk, kојi trеbа dа оbuhvаtа fаzе 
оsvеņаvаnjа mikrооrgаnizmа i priprеmе inоkulumа, umnоņаvаnjа mikrооrgаnizmа i/ili 
biоsintеzе ņеlјеnоg mеtаbоlitа, оpciоnu fаzu izdvајаnjа i prеĉińćаvаnjа ņеlјеnоg prоizvоdа, 
kао i njеgоvu fоrmulаciјu i stаbilizаciјu. Ukоlikо sаmi mikrооrgаnizmi prеdstаvlјајu аktivnu 
kоmpоnеntu prоizvоdа kоја trеbа dа ispоlјi dејstvо nа mеstu primеnе, оsnоvni zаdаtаk 
kоmplеtnоg pоstupkа prоizvоdnjе prеdstаvlја njihоvо umnоņаvаnjе i оdrņаvаnjе viјаbilnоsti 
u duņеm vrеmеnskоm pеriоdu, ńtо dоdаtnо kоmplikuје vеć zаhtеvаn pоstupаk prоizvоdnjе. 
Efikasnost velikog broja biokontrolnih agenasa zavisi od broja ćelija antagonistiĉkog 
mikroorganizma primenjenih na ciljanom mestu delovanja (Hofstein i sar., 1994), stoga je 
najjednostavniji naĉin povećanja efikasnosti biokontrolnog preparata optimizacija bioprocesa 
u pogledu povećanja broja ćelija biokontrolnog agensa po jedinici primenjenog preparata 
(Spadaro i Gullino, 2004).  
Masovna proizvodnja biokontrolnih agenasa treba da bude brza, efikasna i jeftina i 
podrazumeva postojanje bioprocesnog reńenja koje obezbeĊuje zadovoljenje svih 
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navedenih zahteva. Smаnjеnjе trоńkоvа prоizvоdnjе оvаkvih prеpаrаtа sа tеhnоlоńkоg 
аspеktа mоgućе је оptimizаciјоm svаkе оd nаvеdеnih prоizvоdnih fаzа. Nајvеćе uńtеdе 
mоgu sе pоstići оptimizаciјоm sаmоg biоprоcеsа i fаzе izdvајаnjа i prеĉińćаvаnjа ņеlјеnоg 
prоizvоdа. Kаdа је u pitаnju biоtеhnоlоńki аspеkt pоstupkа prоizvоdnjе, оdnоsnо 
оptimizаciја biоprоcеsа, оsnоvni kоrаci оbuhvаtајu оptimizаciјu sаstаvа kultivаciоnоg 
mеdiјumа kојi sе kоristi zа prоdukciјu ņеlјеnоg prоizvоdа, kао i оptimizаciјu prоcеsnih 
uslоvа sа cilјеm dоbiјаnjа ņеlјеnоg prоizvоdа u ńtо vеćој kоliĉini, uz minimizаciјu kоliĉinа 
оtpаdnih еfluеnаtа, ńtо pоdrаzumеvа smаnjеnjе trоńkоvа u pоglеdu prеĉińćаvаnjа nаstаlih 
оtpаdnih tоkоvа biоprоcеsа.  
Razvoj odovarajućeg bioprocesnog reńenja za komercijalnu proizvodnju preparata za 
primenu u biolońkoj kontroli fitopatogena mora da ukljuĉuje testove na nivou pilot 
postrojenja. Smisao uvećanja razmera bioprocesa jeste selekcija uslova bioprocesa i 
operativnih procedura koje osiguravaju da uticaj razliĉitih promenljivih na ishode bioprocesa 
bude jednak u proizvodnim jedinicama razliĉite veliĉine. Finalni cilj uvećanja razmera 
bioprocesa jeste komercijalna eksploatacija ekonomski isplativog bioprocesnog reńenja, 
stoga se u ovoj fazi posmatraju svi tehnolońki aspekti bioprocesa koji utiĉu na ekonomske 
pokazatelje isplativosti bioprocesnog reńenja, kao ńto su prinos ņeljenog proizvoda, 
produktivnost, kapitalne investicije, trońkovi potrońnog materijala i energije i trońkovi 
proizvodnje po jedinici finalnog proizvoda, jer kombinacija navedenih faktora odluĉuje o 
ekonomskoj vijabilnosti bioprocesnog reńenja (Yezza i sar., 2004). Uvećanje razmera 
biotehnolońkih procesa sa laboratorijskog na industrijski nivo je problematiĉno zbog teńkoća 
u proceni faktora koji znaĉajno utiĉu na uvećanje razmera procesa kultivacije biokontrolnog 
agensa. Dobro je poznato da su mikroorganizmi veoma osetljivi na promene uslova u 
okruņenju u pogledu temperature, vrednosti pH, koncentracije rastvorenog kiseonika, ali i 
prisustva ili odsustva odreĊenih nutrijenata u odreĊenom opsegu koncentracija, jer ove 
promenljive pokazuju znaĉajan uticaj na rast i umnoņavanje ćelija mikroorganizama, ali i na 
produkciju ņeljenih metabolita (Hsu i Wu, 2002). Stoga su najĉeńće ispitivani parametri 
prilikom uvećanja razmera bioprocesa temperatura, brzina meńanja i tip meńaĉa (koji utiĉu 
na kvalitet meńanja, sile smicanja, prenos mase i prenos toplote), brzina i raspodela 
vazduha ili kiseonika tokom aeracije, naĉin i uslovi sterilizacije hranljive podloge, uslovi 
pripreme inokuluma, kao i sastav hranljive podloge u pogledu odabira odgovarajućih 
nutrijenata i njihovo prisustvo u odgovarajućim koncentracijama (Humphrey, 1998). 
Za uvećanje razmera (scale-up) bioprocesa sa laboratorijskog na industrijski nivo 
proizvodnje fundamentalno je ispitati i pronaći optimalne izvore ugljenika i azota ĉija primena 
maksimizuje umnoņavanje biomase proizvodnog mikroorganizma ili sintezu ciljanog 
metabolita (Spadaro i Gullino, 2004), nakon ĉega je potrebno izvrńiti optimizaciju sastava 
hranljive podloge u pogledu njihovih koncentracija, pri ĉemu je osnovni cilj maksimizacija 
antimikrobnog delovanja biokontrolnog agensa, uz simultanu minimizaciju trońkova hranljive 
podloge za kultivaciju. Мikrоbiоlоńki biоprоcеsi pоdrаzumеvајu upоtrеbu sintеtiĉkih, 
pоlusintеtiĉkih ili kоmplеksnih hrаnlјivih pоdlоgа, kоје sаdrņе nutriјеntе pоtrеbnе 
prоizvоdnоm mikrооrgаnizmu zа umnоņаvаnjе biоmаsе ili biоsintеzu ņеlјеnоg prоizvоdа. 
Оpńti trеnd kојi zа cilј imа smаnjеnjе trоńkоvа biоprоcеsа ukаzuје nа pоtrеbu svе ńirе 
primеnе kоmplеksnih kultivаciоnih mеdiјumа sа rаzliĉitim izvоrimа nutriјеnаtа ĉiја је cеnа 
mаnjа u pоrеĊеnju sа kоnvеnciоnаlnim izvоrimа nutriјеnаtа visоkоg stеpеnа ĉistоćе. 
Dоdаtnа vrеdnоst оvаkvih biоprоcеsа pоstiņе sе primеnоm rаzliĉitih оtpаdnih mаtеriјаlа, ĉiје 
је prеĉińćаvаnjе nеisplаtivо ili ĉiје оdlаgаnjе prеdstаvlја prоblеm ili оpаsnоst zа ņivоtnu 
srеdinu, uz dobijanje proizvoda sa dodatom vrednońću, koji potiĉu od iskorińćenja otpadnih 
materijala. 
Prilikom optimizacije bioprocesnog reńenja u pogledu sastava hranljive podloge za 
kultivaciju biokontrolnog agensa i uslova kultivacije potrebno je izvesti veliki broj 
eksperimenata sa ciljem procene uticaja razliĉitih promenljivih na odabrane ishode 
bioprocesa. U ovom koraku razvoja bioprocesa, umesto analize uticaja jednog po jednog 
faktora (one factor at a time), ńto zahteva znaĉajnu koliĉinu vremena, rada i resursa, mnogo 
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je korisnije ukljuĉiti eksperimentalni dizajn (Singh i sar., 2017). Eksperimentalni dizajn 
podrazumeva planiranje i izvoĊenje eksperimenata u skladu sa prethodno definisanim 
eksperimentalnim planom. Eksperimentalni plan obuhvata nezavisne promenljive (ulaze 
bioprocesa), za koje je procenjeno da znaĉajno utiĉu na zavisne promenljive (izlaze 
bioprocesa) i kombinacije njihovih vrednosti u odgovarajućim opsezima. Primenom 
statistiĉkog planiranja eksperimenata, odnosno eksperimentalnog dizajna, kao ńto su Boks-
Benkenov, Plaket-Burmanov ili centralni kompozitni dizajn, znaĉajno se smanjuje broj 
eksperimenata koje je potrebno izvesti sa ciljem dobijanja odgovarajuće koliĉine podataka 
zadovoljavajućeg kvaliteta o izlazima bioprocesa i uticaju nezavisnih promenljivih na njih 
(Singh i sar., 2017). Stoga primena eksperimentalnog dizajna ubrzava i pojeftinjuje ovaj 
korak unapreĊenja bioprocesa, a u isto vreme predstavlja osnovu za dalje korake razvoja 
bioprocesnog reńenja. MeĊutim, veoma je znaĉajno napraviti odgovarajući izbor 
eksperimentalnog plana koji na adekvatan naĉin predstavlja eksperimentalni prostor, a 
takoĊe je veoma bitno izdvojiti nezavisne promenljive koje znaĉajno utiĉu na ciljane ishode 
bioprocesa, pri ĉemu je definisanje opsega vrednosti nezavisnih promenljivih takoĊe veoma 
vaņan korak u dizajnu eksperimenata (Mandenius i Brundin, 2008).  
Na osnovu eksperimentalnih podataka dobijenih iz statistiĉki planiranih i izvedenih 
eksperimenata moguće je izvrńiti modelovanje bioprocesa u pogledu odabranih odziva 
(izlaza bioprocesa). Modelovanje bioprocesa podrazumeva definisanje matematiĉkih modela 
koji preko vrednosti i statistiĉke znaĉajnosti koeficijenata modela odreĊuju znaĉajnost uticaja 
nezavisnih promenljivih na odabrane zavisne promenljive (odzive) bioprocesa. Matematiĉki 
modeli, dakle, opisuju ponańanje zavisnih promenljivih u odnosu na definisane nezavisne 
promenljive, ali u isto vreme mogu da se koriste i za predviĊanje ishoda bioprocesa prilikom 
variranja vrednosti nezavisnih promenljivih. Najĉeńće primenjivane metode za modelovanje 
bioprocesa jesu metodologija odzivne povrńine (RSM – Response Surface Methodology) i 
veńtaĉke neuronske mreņe (ANN – Artificial Neural Networks) (Baş i Boyacı, 2007a;  Baş i 
Boyacı, 2007b; Singh i sar., 2017). Matematiĉki modeli dobijeni primenom savremenih 
metoda modelovanja bioprocesa predstavljaju osnovu za optimizaciju bioprocesa u pogledu 
odreĊivanja optimalnih vrednosti ispitivanih nezavisnih promenljivih kako bi se zadovoljili 
definisani ciljevi optimizacije – maksimizacija, minimizacija ili odrņavanje vrednosti zavisnih 
promenljivih u ņeljenom opsegu vrednosti. U ovu svrhu najĉeńće se koriste metoda ņeljene 
funkcije (Desirability Function Method) i genetiĉki algoritmi (GA – Genetic Algorithms) (Baş i 
Boyacı, 2007a;  Baş i Boyacı, 2007b; Singh i sar., 2017). Dobijeni matematiĉki modeli mogu 
dalje da se primene za simulaciju bioprocesa primenom razliĉitih softverskih paketa, ńto je 
jedan od narednih koraka razvoja bioprocesnog reńenja. Osim toga, matematiĉki modeli su 
korisni za uvećanje razmera bioprocesa, jer prema teorijski definisanim pravilima uvećanja 
razmera mogu da posluņe kao osnova za korigovane modele bioprocesnih promenljivih u 
uvećanim razmerama.  
Iz nаvеdеnоg prеglеdа litеrаturе mоņе sе zаklјuĉiti dа је pоtеnciјаl bаktеriја rоdа Bacillus zа 
biоlоńku kоntrоlu fitоpаtоgеnа znаĉајаn, nа ńtа ukаzuје i pоstојаnjе kоmеrciјаlnih prеpаrаtа 
nа bаzi оvih bаktеriја. МеĊutim, ispitivаnjе pоtеnciјаlа nоvih izоlаtа rоdа Bacillus uglаvnоm 
је svеdеnо nа tеstirаnjе аntimikrоbnе аktivnоsti in vitro i rasvetljavanje mehanizama 
njihovog delovanja protiv fitopatogena, dоk sе vrlо mаlо pоdаtаkа mоņе prоnаći о 
оptimizаciјi uslоvа izvоĊеnjа biоprоcеsа i unаprеĊеnju mеdiјumа zа prоizvоdnju 
biokontrolnih аgеnаsа, kао i о izvоĊеnju biоprоcеsа оvоg tipа nа nivоu lаbоrаtоriјskоg 
biоrеаktоrа ili bioreaktora većih zapremina. Kаdа је u pitаnju izdvајаnjе biоmаsе bаktеriја 
rоdа Bacillus, tаkоĊе sе mоņе uоĉiti nеdоstаtаk litеrаturnih pоdаtаkа о mikrоfiltrаciјi 
nаpојnih smеńа dоbiјеnih kultivаciјоm bаktеriја rоdа Bacillus, nаrоĉitо u pоglеdu 
unаprеĊеnjа prоcеsа mikrоfiltrаciје primеnоm rаzliĉitih hidrоdinаmiĉkih mеtоdа. Оsim tоgа, 
pоdаci о in vivo tеstirаnju аntimikrоbnih аgеnаsа bаktеriја rоdа Bacillus prоtiv fitоpаtоgеnih 
izоlаtа rоdа Xanthomonas su vеоmа оgrаniĉеni. Intеrеsоvаnjе svеtskе nаuĉnе јаvnоsti zа 
pоtеnciјаlnu primеnu nоvih izоlаtа kојi ispоlјаvајu аntimikrоbnu аktivnоst prоtiv rаzliĉitih 
fitоpаtоgеnа је svе vеćе, stоgа је rаzvој biоprоcеsа zа prоizvоdnju аgеnаsа biоlоńkе 
kоntrоlе nа bаzi sојеvа rоdа Bacillus оd vеlikоg znаĉаја zа unаprеĊеnjе оvе nаuĉnе оblаsti. 
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3.5. SIROVI GLICEROL IZ PROIZVODNJE BIODIZELA KAO 
SIROVINA U BIOTEHNOLOŠKOJ PROIZVODNJI 
Primena fosilnih goriva u svim granama industrije i saobraćaja, kao i za proizvodnju 
elektriĉne i toplotne energije u domaćinstvima i javnim objektima već duņi vremenski period 
predstavlja neodrņiv sistem, sa jedne strane zbog iscrpljenja rezervi fosilnih goriva, a sa 
druge strane zbog negativnih uticaja njihove primene na ņivotnu sredinu i zdravlje ljudi. Zbog 
toga se kao alternativa javlja proizvodnja i primena biogoriva, koja se uglavnom dobijaju iz 
prirodnih sirovina ili otpadnih materijala (Garlapati i sar., 2016). Najvińe se potencira primena 
biogoriva proizvedenih iz razliĉitih vrsta biomase, pre svega zbog dostupnosti sirovina, a 
samim tim i obezbeĊenja koncepta obnovljivosti ovih izvora energije, ali i zbog ĉinjenice da 
iskorińćenje biomase za proizvodnju biogoriva ne dovodi do oslobaĊanja dodatnih koliĉina 
CO2 u atmosferu (de Castro i sar., 2014). Najzastupljenija biogoriva koja su trenutno u 
upotrebi su bioetanol, biogas i biodizel. 
Biodizel predstavlja jedno od biogoriva ĉija je proizvodnja i potrońnja u poslednjoj deceniji 
doņivela ekspanziju i koje moņe da se koristi kao zamena za dizel gorivo proizvedeno iz 
nafte u konvencionalnim dizel motorima. Ovo gorivo spada u biogoriva ĉetvrte generacije, za 
koje strategija proizvodnje predviĊa generisanje minimalnih koliĉina otpadnih tokova tokom 
proizvodnog procesa (Garlapati i sar., 2016). Biodizel predstavlja smeńu alkil estara koji 
nastaju reakcijom transesterifikacije triglicerida alkoholom, pri ĉemu se kao sporedni 
proizvod reakcije javlja glicerol u koliĉini od oko 10% (w/w) (Milazzo i sar., 2013). Kao izvori 
triglicerida, odnosno sirovine za proizvodnju biodizela, koriste se razliĉita biljna ulja i masti 
ņivotinjskog porekla (Garlapati i sar., 2016). Najĉeńće se koriste ulja dobijena ceĊenjem 
razliĉitih uljarica, kao ńto je na primer uljana repica, suncokret ili soja (Zhou i sar., 2008). Sa 
druge strane, u poslednjih nekoliko godina primetan je trend sve veće upotrebe otpadnih ulja 
i masti, koja potiĉu iz procesa pripreme hrane u restoranima ili domaćinstvima, kao sirovine 
za proizvodnju biodizela. Za reakciju transesterifikacije triglicerida najĉeńće se koristi 
metanol zbog svoje niske cene. Osim toga, za odvijanje ove reakcije potrebno je i prisustvo 
baznog katalizatora (KOH ili NaOH). Prilikom reakcije transesterifikacije takoĊe moņe da 
doĊe do nastanka neņeljenih proizvoda, pre svega sapuna (Tan i sar., 2013). Sve ove 
neĉistoće, ukljuĉujući neņeljene proizvode reakcije transesterifikacije, ostatke metanola i 
katalizatora, soli, masnih kiselina, kao i ostatke sirovine i neĉistoće koje potiĉu iz samih 
sirovina, zaostaju u sirovom glicerolu kao nusproizvodu koji preostaje u najvećoj koliĉini 
nakon izdvajanja biodizela (Yang i sar., 2012).  
Sirovi glicerol iz proizvodnje biodizela prema elementarnom sastavu sadrņi oko 25% 
ugljenika, metale kao ńto su natrijum, kalijum, kalcijum, magnezijum, a od nemetala fosfor i 
sumpor. Natrijum je uglavnom prisutan u koliĉini većoj od 1% (w/w), dok je sadrņaj ostalih 
metala obiĉno u opsegu 4-163 ppm. Sirovi glicerol takoĊe moņe da sadrņi proteine (0,06–
0,44%, w/w), masti (1-13%, w/w) i ugljene hidrate (75-83%) (Thompson i He, 2006). Sadrņaj 
glicerola u sirovom glicerolu kreće se u opsegu 65-85% (w/w) (Gonzalez-Pajuelo i sar., 
2005; Mu i sar., 2006). 
Zbog velike koliĉine prisutnih neĉistoća, jednostavno odlaganje sirovog glicerola u ņivotnu 
sredinu nije moguće, a postupak njegovog preĉińćavanja je skup, kompleksan i ekonomski 
neisplativ kada se uzme u obzir cena proizvodnje glicerola kao komercijalne hemikalije 
(Ayoub i Abdullah, 2012). Stoga će reńavanje problema prisutnog vińka sirovog glicerola 
znaĉajano uticati na budućnost svetskog trņińta biodizela. Usled dostupnosti sve veće 
koliĉine sirovog glicerola na globalnom nivou dolazi do stalnog smanjivanja njegove cene. 
Procena je da se cena proizvodnje biodizela povećava za 0,021 $/l za svako smanjenje 
cene sirovog glicerola od 0,22 $/kg (da Silva i sar., 2009; Li i Lesnik, 2013). Svetsko trņińte 
biodizela se povećava iz godine u godinu, uz procenu da će do 2026. godine dostići 
proizvodnju od 40,5 milijardi litara biodizela (OECD/FAO, 2017). Globalni lider u proizvodnji 
biodizela je i dalje Evropska Unija, a osnovna sirovina za proizvodnju biodizela na ovom 
podruĉju je ulje uljane repice (da Silva i sar., 2009). Rеńаvаnjе prоblеmа prisutnоg vińkа 
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sirоvоg glicеrоlа, ĉiје ćе sе kоliĉinе u budućnоsti i dаlје pоvеćаvаti uslеd svе vеćе pоtrаņnjе 
zа biоdizеlоm i njеgоvе svе vеćе pоtrоńnjе, prеdstаvlја јеdаn оd prоblеmа u ĉiје је 
rеńаvаnjе uklјuĉеnа nаuĉnа zајеdnicа nа glоbаlnоm nivоu. Јеdаn оd prеdlоgа zа 
iskоrińćеnjе sirоvоg glicеrоlа јеstе uprаvо njеgоvа mikrоbiоlоńkа kоnvеrziја u rаzliĉitе 
prоizvоdе sа dоdаtоm vrеdnоńću, оdnоsnо njеgоvа primеnа kао izvоrа uglјеnikа - јеdnе оd 
оsnоvnih kоmpоnеnti kultivаciоnоg mеdiјumа.  
Primеnа sirоvоg glicеrоlа kао izvоrа uglјеnikа i еnеrgiје u rаzliĉitim tipоvimа mikrоbiоlоńkih 
kоnvеrziја prеdstаvlја nоvо pоlје intеrеsоvаnjа svеtskе nаuĉnе јаvnоsti. Prisutan vińak 
sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela ĉini upotrebu glukoze kao izvora ugljenika skupljom 
u poreĊenju sa ovim efluentom. Osim toga, glukoza se primenjuje u proizvodnji hrane i 
hrane za ņivotinje, ńto nije sluĉaj sa sirovim glicerolom (Nakamura i Whited, 2003). Glicerol 
takoĊe pokazuje veći stepen redukcije u poreĊenju sa ńećerima (Dharmadi i sar., 2006). 
Prilikom fermentacije glicerola dobija se duplo veći prinos etanola i mravlje kiseline (ili 
etanola i vodonika) u poreĊenju sa fermentacijom glukoze, jer polovina koliĉine dostupnog 
ńećera biva izgubljena tokom fermentacije u vidu ugljen-dioksida (da Silva i sar., 2009). 
Znaĉajan broj mikroorganizama moņe da metabolińe glicerol aerobnim putem, dok postoje i 
mikroorganizmi koji anaerobno metabolińu glicerol (Yazdani i Gonzalez, 2007). Bakterija 
Escherichia coli, kao i pripadnici rodova Klebsiella, Clostridium, Enterobacter, 
Gluconobacter, Citrobacter, Propionibacterium, Bacillus, Lactobacillus, Pseudomonas, 
Candida, Aspergillus itd. mogu da konvertuju glicerol u proizvode sa dodatom vrednońću 
(Amaral i sar., 2009; Leoneti i sar., 2012; Garlapati i sar., 2016). Najĉeńće se primenom 
sirovog glicerola kao sirovine za biotehnolońku konverziju dobijaju sledeći proizvodi: 1,2-
propandiol, 1,3-propandiol, 2,3-butandiol, etanol, butanol, vodonik, dihidroksiaceton, 
propionska kiselina, limunska kiselina, ćilibarna kiselina, mleĉna kiselina, polihidroksibutirat, 
polihidroksialkanoati, pigmenti i biosurfaktanti (da Silva i sar., 2009; Posada i sar., 2012; Li i 
Lesnik., 2013; Garlapati i sar., 2016) 
Primеnа bаktеriја rоdа Bacillus zа mikrоbiоlоńku kоnvеrziјu sirоvоg glicеrоlа dеlimiĉnо је 
prоuĉеnа u оblаsti prоizvоdnjе fеngicinа (de Faria i sаr., 2011a), biоsurfаktаnаtа (de Faria i 
sаr., 2011b; Seimmai i sаr., 2012; Sousa i sаr., 2012; de Sousa i sar., 2014), 2,3-butаndiоlа 
(Yang i sаr., 2013), pоlihidrоksibutirаtа (Moreno i sаr., 2015) i pоlihidrоksiаlkаnоаtа (Ribeiro 
i sаr., 2016).  
3.6. MIKROFILTRACIJA KAO TEHNIKA SEPARACIJE BIOMASE 
MIKROORGANIZAMA 
Membranski separacioni procesi danas nalaze ńiroku primenu u velikom broju grana 
industrije. Mikrofiltracija se najĉeńće koristi u izdvajanju i preĉińćavanju bioproizvoda, kao ńto 
su mikrobne ćelije, proteini i ekstracelularne polimerne supstance. Glavno ograniĉenje 
primene membranskih separacionih procesa, pre svega mikrofiltracije i ultrafiltracije, 
predstavljaju fenomeni koncentracione polarizacije i prljanja membrane. Koncentraciona 
polarizacija predstavlja pojavu graniĉnog sloja ĉestica ili molekula deponovanih na 
membrani, ĉija je koncentracija u blizini povrńine membrane znatno veća u poreĊenju sa 
koncentracijom napojne smeńe. Ovaj gel-sloj se ponańa kao sekundarna membrana i 
predstavlja dodatni otpor proticanju permeata. Zaprljanost membrane predstavlja taloņenje ili 
akumulaciju suspendovanih, odnosno koloidnih ĉestica, na povrńini membrane, ali i 
kristalizaciju, taloņenje ili adsorpciju rastvoraka na povrńini i/ili u porama membrane. 
Akumulacija ćelija, ćelijskih ostataka ili drugih ĉestica na povrńini membrane predstavlja 
povrńinsko prljanje membrane ili formiranje pogaĉe i obiĉno predstavlja reverzibilan proces. 
Sa druge strane, deponovanje i adsorpcija ĉestica malih dimenzija ili makromolekula na 
unutrańnjoj strani pora membrane (unutrańnje prljanje membrane) je obiĉno ireverzibilan 
proces. Najuoĉljivija posledica navedenih fenomena je opadanje fluksa permeata u toku 
filtracije, ńto stvara potrebu za ĉeńćim ĉińćenjem membrane ili primenom agresivnih 
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sredstava za ĉińćenje sa ciljem uklanjanja deponovanih i/ili adsorbovanih materija sa 
membrane. 
U prethodne tri decenije uloņeni su znaĉajni napori u reńavanje problema prljanja 
membrane, a samim tim i smanjenja fluksa permeata. Predloņeni metodi obuhvataju pre 
svega modifikacije membrana primenjenih u konkretnom sluĉaju, razliĉite predtretmane 
napojne smeńe koji imaju za cilj smanjenje udela materija koje mogu da izazovu prljanje 
membrane, kao i primenu dodatnih polja sile, kao ńto su elektriĉna i ultrazvuĉna polja ili 
njihove kombinacije. TakoĊe je ispitivana primena razliĉitih hidrodinamiĉkih metoda, koji pre 
svega imaju za cilj manipulaciju proticanja napojne smeńe kroz membranski modul i 
podsticanje turbulencije i povećanog smicanja u blizini povrńine membrane, ĉime se 
spreĉava deponovanje i adsorpcija ĉestica ili molekula na povrńinu membrane, ili uklanjanje 
već nastale filtracione pogaĉe. Pregled literature vezan za mikrofiltraciju sa ciljem izdvajanja 
biomase mikroorganizama fokusiran je pregled metoda za povećanje fluksa permeata i 
redukciju prljanja membrane tokom izvoĊenja razliĉitih membranskih separacionih procesa, 
sa posebnim osvrtom na primenu razliĉitih promotora tubulencije i tehnike uduvavanja gasa 
tokom izvoĊenja procesa membranske filtracije. 
3.6.1. OPŠTA RAZMATRANJA MEMBRANSKIH SEPARACIONIH PROCESA 
3.6.1.1. Klasifikacija membranskih separacionih procesa 
Membranski separacioni procesi mogu se klasifikovati prema vrsti pogonske sile, prema 
veliĉini ĉestica koje se zadrņavaju na membrani, prema mehanizmu separacije i prema tome 
da li su ņeljeni proizvodi jedinjenja koja se zadrņavaju na membrani ili jedinjenja koja prolaze 
kroz nju (Jokić, 2010). Najopńtiji kriterijum podele membranskih separacionih procesa je 
prema naĉinu separacije (Van den Berg i Smolders, 1992): 
 separacija zasnovana na propuńtanju (efekat sita), 
 separacija zasnovana na razliĉitoj difuzivnosti kroz membranu i na razliĉitom afinitetu 
komponenata prema membrani i  
 separacija zasnovana na razlici u naelektrisanju molekula. 
Kada se posmatraju procesi separacije zasnovani na principu propuńtanja, u ove procese 
spadaju mikrofiltracija, ultrafiltracija i nanofiltracija, kod kojih je pogonska sila procesa razlika 
pritisaka. Separacije zasnovane na razliĉitoj difuzivnosti kroz membranu i na razliĉitom 
afinitetu komponenata prema membrani obuhvataju reverznu osmozu, separaciju gasova, 
dijalizu i perisparavanje. Pogonska sila za reversnu osmozu i separaciju gasova je razlika 
pritisaka, dok je za dijalizu i perisparavanje pogonska sila razlika koncentracija. Kada su u 
pitanju procesi separacije usled razlike u naelektrisanju znaĉajno je izdvojiti elektrodijalizu, 
gde se transport odvija difuzionim mehanizmom, a pogonska sila je razlika elektriĉnih 
potencijala. 
Mikrofiltracija, ultrafiltracija, nanofiltracija i reversna osmoza su sliĉni procesi i razlikuju se 
samo po veliĉini separisanih ĉestica, kao i po vrsti upotrebljenih membrana.  
Mikrofiltracione membrane se tipiĉno koriste za uklanjanje ĉestica opsega dimenzija 0,1-10 
μm iz suspenzije. Membrane za mikrofiltraciju imaju pore dimenzija preĉnika od 50 do 103 
nm i zadrņavaju suspendovane ĉestice molekulske mase 100-1000 kDa. Pogonska sila 
procesa mikrofiltracije je razlika pritisaka u opsegu vrednosti 10-500 kPa (0,1-5 bar) 
(Koseoglu i sar., 1991). Unakrsna (cross-flow) mikrofiltracija predstavlja separacioni proces 
kod koga se proticanje napojne smeńe koja se filtrira odvija paralelno u odnosu na povrńinu 
membrane, za razliku od dead-end mikrofiltracije, kod koje je proticanje napojne smeńe 
normalno (pod pravim uglom) u odnosu na povrńinu membrane. Unakrsna mikrofiltracija 
pronańla je ńiroku primenu u koncentrovanju, preĉińćavanju ili separaciji makromolekula, 
koloidnih ĉestica i suspendovanih ĉestica od rastvora (Williams i Wakeman, 2002). Osim 
toga, unakrsna mikrofiltracija se sve vińe koristi u izdvajanju i preĉińćavanju proizvoda 
 25 
 
razliĉitih biotehnolońkih procesa, kao ńto su mikrobne ćelije, proteini i ekstracelularne 
polimerne supstance (Hwang i Chen, 2010). 
Membrane za ultrafiltraciju razdvajaju ćelije mikroorganizama, koloidno rastvorene 
komponente i makromolekule molekulske mase veće od 500 Da, jer su propustljive za vodu i 
za jedinjenja manjih molekulskih masa, dok su nepropustljive za većinu makromolekula. 
Dimenzije pora membrana za ultrafiltraciju se kreću u opsegu 10-100 nm (Van den Berg i 
Smolders, 1992; Singh i Cheryan, 1997). Pogonska sila procesa ultrafiltracije je razlika 
pritisaka u opsegu vrednosti 100-1000 kPa. Ultrafiltracija se sve vińe primenjuje u industriji, 
na primer za koncentrisanje proteinskih proizvoda (Cheryan, 1986), bistrenje sokova, 
pravljenje sira (Jönsson i Trägårdh, 1990) i naroĉito za tretman vode, gde predstavlja treći 
stepen procesa i zamenjuje koagulaciju, flokulaciju i filtraciju kroz pesak (Laborie i 
Cabassud, 1996). Osim toga, ultrafiltracione membrane zadrņavaju bakterije i viruse, ńto 
omogućava minimizaciju dodavanja hemijskih sredstava za dezinfekciju (Derradji i sar., 
2000). 
Nanofiltracija je proces koji ima karakteristike ultrafiltracije i reversne osmoze. Pore 
membrana za nanofiltraciju su preĉnika 1-10 nm, usled ĉega zadrņavaju divalentne soli, a 
propuńtaju monovalentne soli i nedisocirane kiseline. Opseg razdvajanja (Molecular Weight 
Cut Off – MWCO) je karakteristiĉna veliĉina za odreĊenu membranu i definińe se kao 
molekulska masa onih jedinjenja koja se na datoj membrani zadrņavaju u koliĉini većoj od 
90% (Cheryan, 1986). Kod membrana za nanofiltraciju opseg razdvajanja se nalazi izmeĊu 
150 i 1000 Da. Membrane za nanofiltraciju i reverznu osmozu se, osim opsega razdvajanja, 
definińu i preko zadrņavanja natrijum-hlorida na membrani, koje se izraņava u masenim 
procentima ove soli koja zaostaje na membrani, pri ĉemu se kod membrana za nanofiltraciju 
ta vrednost kreće izmeĊu 30 i 70% (Koseoglu i sar., 1991).  
Reverzna osmoza se naziva i hiperfiltracija. Ovom vrstom separacije se ĉestice, 
makromolekuli, i jedinjenja male molekulske mase (soli, joni) odvajaju od rastvaraĉa, 
najĉeńće vode, pri ĉemu opseg razdvajanja membrana za reverznu osmozu iznosi do 200 
Da. Dimenzije pora kod membrana za reverznu osmozu se kreću u opsegu 0,1-1 nm, a 
zadrņavanje natrijum-hlorida je 99-99,9% (Jokić, 2010). 
3.6.1.2. Prljanje membrane tokom procesa membranske filtracije 
Najvaņniji fenomeni koji dovode do prljanja membrane tokom procesa filtracije su fenomeni 
koncentracione polarizacije i zaprljanosti membrane. Ovi fenomeni dovode do opadanja 
fluksa permeata, odnosno protoka permeata po jedinici povrńine membrane, kao i smanjenja 
selektivnosti membrane, usled smanjenja pogonske sile i/ili povećanja otpora prenosu mase. 
Koncentraciona polarizacija (concentration polarization) se deńava u graniĉnom sloju u 
blizini membrane u sluĉaju razliĉite permeabilnosti rastvorka i rastvaraĉa. Akumulacija 
rastvorka na povrńini membrane se deńava usled zadrņavanja rastvorka od strane 
membrane i usled propuńtanja rastvaraĉa. Stoga koncentracija rastvorka u sloju koji je 
najbliņi povrńini membrane postaje veća u odnosu na rastvor, usled ĉega dolazi do difuzije 
rastvorka od povrńine membrane ka rastvoru, odnosno iz prostora sa većom koncentracijom 
u prostor sa manjom koncentracijom zbog teņnje za izjednaĉavanjem koncentracija 
rastvorka u razliĉitim delovima sistema. MeĊutim, niska vrednost koeficijenta difuzije 
makromolekula dovodi do toga da koncentracija rastvorka na povrńini membrane postaje 
sve veća. Kada je primenjena vrednost transmembranskog pritiska dovoljno velika, 
makromolekuli na povrńini membrane dostiņu limit rastvorljivosti i formiraju sloj gela koji se 
ponańa kao dodatna membrana i stvara dodatni otpor transmembranskom proticanju, ńto se 
naziva gel-polarizacija (Derradji i sar., 2000). Na koncentracionu polarizaciju utiĉu operativni 
parametri procesa filtracije, kao ńto su transmembranski pritisak, protok, temperatura i 
koncentracija napojne smeńe. Razvijeno je nekoliko modela, kojima se opisuje 
koncentraciona polarizacija (Jokić, 2010): 
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 model gel-polarizacije – ovaj model pretpostavlja da je koncentracija rastvorka u sloju 
gela konstantna, kao i da se povećanjem razlike pritisaka povećava debljina sloja 
gela, a ne fluks permeata prilikom proticanja kroz membranu. Ovaj model se najvińe 
primenjuje prilikom ultrafiltracije rastvora makromolekula, obzirom da je njihovo 
zadrņavanje od strane membrane veoma veliko, usled ĉega dolazi do stvaranja sloja 
gela na membrani, a razlog tome je mali koeficijent prenosa mase makromolekula; 
 model osmotskog pritiska - ovaj model pretpostavlja da usled zadrņavanja rastvorka 
od strane membrane dolazi do koncentrovanja rastvora u blizini membrane. 
Osmotski pritisak koncentrovanog rastvora u blizini membrane moņe biti veoma 
veliki, ńto dovodi do smanjivanja pogonske sile za prenos mase.  
 model otpora graniĉnog sloja - ovaj model se primenjuje u sluĉaju odsustva sloja 
gela na povrńini membrane i fenomena zaprljanosti membrane. Wijmans i sar. (1985) 
su, postavljanjem bilansa sila za graniĉni sloj, pokazali da u graniĉnom sloju ne 
dolazi do pada transmembranskog pritiska i da su kod većine procesa ultrafiltracije 
model osmotskog pritiska i model graniĉnog sloja ekvivalentni.  
Zaprljanost membrane (fouling), drugi fenomen koji utiĉe na prljanje membrane tokom 
procesa filtracije, predstavlja taloņenje ili akumulaciju suspendovanih, odnosno koloidnih 
ĉestica, na povrńini membrane, ali i kristalizaciju, taloņenje ili adsorpciju rastvoraka 
(organskih molekula) na povrńini i/ili u porama membrane. Povrńinsko prljanje membrane ili 
formiranje pogaĉe deńava se usled akumulacija ćelije, ostataka ćelija ili drugih ĉestica na 
povrńini membrane obiĉno predstavlja reverzibilan proces. Sa druge strane, unutrańnje 
prljanje membrane deńava se usled deponovanja i adsorpcije ĉestica malih dimenzija ili 
makromolekula na unutrańnjoj strani pora membrane i obiĉno predstavlja ireverzibilan 
proces. Pojava zaprljanosti membrane, usled unutrańnjeg ili spoljańnjeg prljanja membrane, 
dovodi do smanjenja fluksa permeata i/ili do povećanja zadrņavanja rastvorka na membrani 
(Jokić, 2010).  
Kod membranskih separacionih procesa teńko je proceniti relativni uticaj koncentracione 
polarizacije i zaprljanosti membrane, obzirom da oba fenomena dovode do smanjenja fluksa 
permeata. Opadanje fluksa permeata na poĉetku procesa mikrofiltracije i ultrafiltracije obiĉno 
se deńava usled brzog adsorbovanja i taloņenja rastvorka i ĉestica (zaprljanost membrane), 
a nakon odreĊenog vremena vrednost fluksa permeata postaje konstantna. Opadanje fluksa 
permeata u toku mikrofiltracije i ultrafiltracije moņe trajati od nekoliko minuta do nekoliko sati, 
u zavisnosti od materijala membrane, sastava napojne smeńe i operativnih parametara 
procesa filtracije. Osim toga, fenomen zaprljanosti membrane izaziva dodatni otpor prenosu 
mase, naroĉito prilikom mikrofiltracije, kada moņe doći do blokiranja pora membrane usled 
prisustva ĉestica većih dimenzija u napojnoj smeńi, a dolazi i do formiranja filtracione pogaĉe 
suspendovanih ĉestica, ńto predstavlja dodatni otpor proticanju permeata, odnosno dolazi do 
pada fluksa permeata (Williams i Wakeman, 2002). Uticaj adsorpcije rastvoraka na 
unutrańnjoj povrńini pora membrane na ukupan prenos mase se ispituje potapanjem 
membrane u napojnu smeńu, nakon ĉega se odreĊuje fluks ĉiste vode.  
3.6.1.2.1. Prljanje membrane proteinima i drugim biološkim materijalom 
Odmah pri dolasku u kontakt povrńine membrane sa napojnom smeńom dolazi do adsorpcije 
molekula rastvorka na povrńini membrane usled fiziĉko-hemijskih interakcija. Iako su 
molekuli proteina znatno manjih dimenzija u odnosu na pore mikrofiltracionih membrana, 
ipak moņe doći do ozbiljnog prljanja membrane pod dinamiĉkim uslovima. Prljanje 
membrane moņe biti znaĉajno smanjeno prefiltracijom, kojom se uklanjaju agregati proteina.  
Prljanje mikrofiltracionih membrana albuminom goveĊeg seruma poĉinje deponovanjem 
agregata proteina na povrńini membrane, usled ĉega dolazi do blokiranja jednog dela pora 
membrane. U nastavku filtracije dolazi do hemijskog vezivanja neagregiranih molekula 
proteina za agregate proteina disulfidnim vezama, van der Valsovim silama, elektrostatiĉkim 
interakcijama, hidrofobnim interakcijama i vodoniĉnim vezama (Williams i Wakeman, 2002). 
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Eksperimenti i SEM (Scanning Electron Microscopy) potvrĊuju predloņeni mehanizam 
prljanja membrane i ulogu proteinskih agregata. Prljanje membrane proteinima se odvija u 
dva koraka: adsorpcija ili deponovanje proteina, koje se odvija uglavnom na zidovima i 
otvorima pora, i akumulacija pogaĉe na povrńini membrane usled deponovanja i rasta 
agregata.  
Istraņivanja agregacije proteina obezbeĊuju mehanistiĉku bazu za razumevanje inicijalnih 
stadijuma prljanja membrane proteinima tokom mikrofiltracije. Mnogo manje istraņivanja je 
sprovedeno na temu dugoroĉnog prljanja membrane i fluksa permeata u stacionarnom 
stanju pri veoma dugim vremenima filtracije. Vrednosti fluksa permeata u stacionarnom 
stanju za ńirok opseg proteina mogu biti identiĉne kao i prilikom filtracije proteina pri njihovim 
individualnim izoelektriĉnim vrednostima pH. Vrednosti fluksa permeata su veće pri 
vrednostima pH vińim i niņim od vrednosti pH izoelektriĉne taĉke (pI).  
Osim proteina i rastvorenih makromolekula, postoji ńirok opseg drugih koloidnih i supstanci u 
obliku ĉestica koje mogu da dovedi do prljanja mikrofiltracionih membrana. Neņeljena 
akumulacija mikroorganizama, ćelijskih ostataka i makromolekula na povrńini membrane se 
generalno oznaĉava kao biolońko prljanje membrane (biofouling). Prljanje ovim materijama 
se dogaĊa usled njihove uloge u suņavanju i zaĉepljivanju pora membrane, kao i usled 
njihovog deponovanja na povrńini membrane. Nekoliko istraņivaĉkih grupa je prouĉavalo 
formiranje i uticaje dinamiĉkih ili sekundarnih membrana u biolońkim i primenama 
membranskih separacija u industriji hrane i zakljuĉili su da se komponente napojne smeńe 
većih dimenzija, kao ńto su mikroorganizmi, λ-globulin i drugi polimeri, vezuju tako ńto 
formiraju strukture sliĉne reńetci na povrńini membrane, koje mogu da zarobe proteine malih 
dimenzija. Slojevi pogaĉe formirani na povrńini membrane ponańaju se kao prefilter za 
rastvore proteina, koji odvaja agregate proteina koji bi inaĉe doveli do prljanja membrane. U 
sluĉaju akumulacije mikroorganizama, otkriveno je da ekstracelularni polisaharidi izluĉeni od 
strane ćelija doprinose rastu sloja neĉistoća na membrani. 
Uklanjanje akumuliranog biofilma na povrńini mikrofiltracione membrane se retko postiņe 
primenom standardnih tehnika ĉińćenja. Poboljńanja efikasnosti i fluksa permeata nakon 
ĉińćenja mogu se pripisati povećanoj permeabilnosti sekundarne membrane, kao i 
redistribuciji ćelijskog materijala uzrokovanoj ĉińćenjem, ali u mnogo manjoj meri. Dodatak 
odreĊenih agenasa za ĉińćenje, kao ńto je formaldehid, smanjuje permeabilnost biofilma 
(Williams i Wakeman, 2002).  
3.6.1.2.2. Prljanje membrane česticama 
Uticaj prljanja membrane kod unakrsne mikrofiltracije i ultrafiltracije je povezan sa sastavom 
napojne smeńe, karakteristikama membrane i operativnim parametrima procesa filtracije 
(Wakeman, 1996). MeĊu vaņnijim od navedenih uticaja su distribucija dimenzija ĉestica 
napojne smeńe i dimenzije pora membrane. Pre svega, bitno je spreĉiti ulazak sitnih ĉestica 
u unutrańnju strukturu pora membrane, ńto ukazuje na vaņnost odabira odgovarajućih 
dimenzija pora membrane.  
Opńti uticaji procesnih parametara su sumirani u tabeli 3.3., iz koje se moņe videti da uticaj 
procesnih parametara uglavnom zavisi od svojstava napojne suspenzije. Ovo je vaņno pre 
svega zbog nelogiĉnosti primećenih u eksperimentalnim podacima, koje ĉine praćenje 
uticaja procesnih parametara na odabrane promenljive gotovo nemogućim. Na primer, 
povećanje brzine unakrsne filtracije ne dovodi uvek do povećanja fluksa permeata, jer stanje 
disperzije ĉestica i raspodela njihovih dimenzija takoĊe utiĉu na fluks permeata. MeĊutim, 
unakrsna mikrofiltracija treba da se izvodi pri vrednostima pH istim ili bliskim izoelektriĉnoj 
taĉki ĉestica napojne suspenzije. Ovo se postiņe izmenom vrednosti pH i/ili jonske jaĉine 
rastvora, ńto se moņe izvesti hemijskim predtretmanom (tabela 3.3.) (Williams i Wakeman, 
2002).  
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Tabela 3.3. Uticaj procesnih parametara na mikrofiltraciju (Williams i Wakeman, 2002) 
Parametar Uticaj na mikrofiltraciju 
Vrednost pH 
napojne 
suspenzije 
Kada su ĉestice napojne suspenzije velikih dimenzija dominiraju hidrodinamiĉke 
sile i vrednost pH/jonska jaĉina suspenzije ima zanemarljiv uticaj na opadanje 
vrednosti fluksa permeata. Ukoliko su ĉestice manjih dimenzija dominantnije su 
povrńinske sile, a pri velikim vrednostima zeta potencijala vrednosti fluksa 
permeata su manje nego na onima bliskim ili pri vrednostima izoelektriĉne 
taĉke. Razlike u vrednostima fluksa permeata su naglańene pri velikim 
koncentracijama napojne smeńe. Kvalitet filtrata (i zadrņavanje ĉvrstih ĉestica) 
se generalno poboljńava pri vrednostima pH bliskim izoelektriĉnoj taĉki.  
Koncentracija 
napojne 
suspenzije 
Pri velikim koncentracijama napojne suspenzije vrednosti fluksa permeata su 
najĉeńće manje i brņe dolazi do uspostavljanja ravnoteņe. Pri duņim vremenima 
filtracije vrednosti fluksa permeata su obiĉno sliĉne u ńirokom opsegu 
koncentracija, naroĉito kada su ĉestice napojne smeńe manjih dimenzija i kada 
su pljosnatog oblika.  
Brzina unakrsne 
filtracije 
Kada sitne ĉestice ĉine veliki deo napojne smeńe, povećana brzina unakrsne 
filtracije dovodi do formiranja tanje pogaĉe i većih vrednosti fluksa permeata. 
Povećanje fluksa permeata je veće pri vrednostima pH bliskim izoelektriĉnoj 
taĉki napojne smeńe, a manje pri vrednostima pH koje su bliņe maksimalnom 
naelektrisanju povrńine ĉestica. Fluks permeata u stacionarnom stanju se brņe 
uspostavlja pri manjim protocima, dok se ĉistoća filtrata generalno poboljńava 
pri većim protocima. Redukovanjem udela sitnih i ĉestica velikih dimenzija u 
napojnoj smeńi povećanje protoka dovodi do veće zaprljanosti membrane i 
manjih vrednosti fluksa permeata. Dimenzije ĉestica odgovorne za prelaz 
izmeĊu povećanja ili smanjenja fluksa permeata, uz brzinu unakrsne filtracije, 
zavise  i od koncentracije napojne smeńe. 
Transmembranski 
pritisak 
Kod suspenzija sa ĉesticama većih dimenzija javlja se znaĉajno poboljńanje 
fluksa permeata sa povećanjem pritiska, naroĉito pri manjim koncentracijama 
napojne suspenzije. Uticaj pritiska na fluks permeata je redukovan kod napojnih 
smeńa sa manjim srednjim dimenzijama ĉestica i većim koncentracijama, a 
takoĊe neke napojne smeńe sadrņe ĉestice nepravilnog oblika.  
 
Kada se sitne ĉestice i makromolekuli nalaze u istoj suspenziji, filtraciona pogaĉa koju 
formiraju sitne ĉestice moņe da spreĉi prljanje membrane uzrokovano adsorpcijom 
makromolekula i da dovede do pojave velike vrednosti fluksa permeata (Arora i Davis, 1994; 
Guell i sar., 1999; Hwang i sar., 2003; Hwang i Lin, 2005; Hwang i Hwang, 2006). U ovim 
istraņivanjima unakrsne mikrofiltracije binarnih suspenzija bez uduvavanja vazduha, Hwang i 
sar. (2003) i Hwang i Lin (2005) su dokazali da je filtraciona pogaĉa koju su formirale ĉestice 
odredila stepen zadrņavanja makromolekula. Oni su koristili standardnu jednaĉinu filtracije 
kroz porozni sloj za modelovanje penetracije makromolekula kroz filtracionu pogaĉu, a 
primenili su model bilansa sila za deponovanje ĉestica za procenu fluksa filtracije i debljine 
pogaĉe.  
3.6.2. UNAPREĐENJE PROCESA UNAKRSNE MIKROFILTRACIJE 
PRIMENOM HIDRODINAMIĈKIH METODA ZA POBOLJŠANJE 
FLUKSA PERMEATA 
Tokom izvoĊenja procesa filtracije vrednost fluksa permeata opada sa vremenom usled 
nakupljanja zadrņanih ĉestica na povrńini membrane i u unutrańnjim porama membrane. 
Pad fluksa permeata tokom izvoĊenja procesa stoga predstavlja posledicu povećanog 
otpora proticanju permeata usled prljanja povrńine i porozne strukture membrane. Nakon 
odreĊenog vremenskog perioda dolazi do uspostavljanja stacionarnog stanja, odnosno do 
ustaljivanja vrednosti fluksa permeata, kao i debljine filtracione pogaĉe (slika 3.1.).  
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Slika 3.1. Promena fluksa i formiranje filtracione pogaĉe tokom procesa mikrofiltracije (Jokić, 
2010) 
Uspeńno funkcionisanje membranskog postrojenja zahteva paņljivo upravljanje prljanjem 
membrane. Izbegavanje prljanja nije moguće, ali njegov uticaj moņe biti ograniĉen primenom 
razliĉitih tehnika. Izbor membrane i modula, konfiguracija procesa i predtretman su veoma 
vaņni u razliĉitoj meri ukoliko je potrebno postići visok stepen separacije bez neprihvatljivog 
smanjenja produktivnosti usled prljanja membrane. Osim poboljńanja brzine filtracije, 
izbegavanje prljanja membrane olakńava njeno ĉińćenje, ĉime se ograniĉava potreba za 
ońtrim tretmanima ĉińćenja i produņava rok trajanja membrana (Williams i Wakeman, 2002). 
Ove metode moguće je primeniti bez obzira da li se radi o filtraciji organskih ili neorganskih 
smeńa, budući da su fenomeni prljanja membrane u oba sluĉaja sliĉni.  
Strategija upravljanja prljanjem membrane za novo postrojenje moņe da ukljuĉuje dizajn 
sistema za predtretman napojne smeńe, paņljiv odabir membranskog modula i njegovo 
odrņavanje, dizajn sistema i odreĊivanje specifikacija operativnih uslova, kao i procedure 
ĉińćenja. Za postrojenje koje je već u upotrebi opcije za smanjenje prljanja membrane su 
ograniĉene i fokusirane na fiziĉke i hemijske metode sumirane u tabeli 3.4. (Williams i 
Wakeman, 2002).  
Tabela 3.4. Metodi prevencije smanjenja fluksa permeata (Williams i Wakeman, 2002) 
 Fiziĉki metodi Hemijski metodi 
Predtretman 
Prefiltracija 
Centrigugiranje 
Toplotni tretman 
Podeńavanje vrednosti pH 
Jonska izmena 
Precipitacija 
Koagulacija/flokulacija 
Primena sredstava za 
dezinfekciju 
Primena sredstava za 
spreĉavanje prljanja membrane 
neorganskim supstancama 
Adsorpcija 
Dizajn 
Primena promotora turbulencije 
Pulsni/obrnuti tok 
Rotacione/vibracione membrane 
Dodatna polja (elektriĉno, 
elektromagnetno) 
Izbor materijala membrane 
Modifikacija povrńine membrane 
Rad postrojenja 
Ograniĉenje transmembranskog pritiska 
Odrņavanje visokog protoka 
Periodiĉno hidrauliĉko ĉińćenje 
Periodiĉno mehaniĉko ĉińćenje 
Izbor hemikalija za ĉińćenje 
Uĉestalost ĉińćenja 
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3.6.2.1. Predtretman napojne smeše 
Prljanje membrane tokom procesa membranse filtracije moņe biti smanjeno predtretmanom 
napojne smeńe. Ova tehnika se uobiĉajeno koristi ili za uklanjanje ĉestica koje mogu izazvati 
zapuńenje modula, ili radi spreĉavanja akumulacije ĉestica ili makromolekula na povrńini 
membrane, ili radi smanjenja ukupne koliĉine kontaminanata u membranskim modulima. 
Predtretman moņe da ukljuĉuje fiziĉke ili hemijske procese. Fiziĉki procesi obiĉno 
podrazumevaju prefiltraciju ili centrifugiranje sa ciljem uklanjanja suspendovanih ĉvrstih 
ĉestica koje mogu da zapuńe modul ili da blokiraju pore membrane. Toplotni tretman praćen 
podeńavanjem vrednosti pH se primenjuje za uklanjanje imunoglobulina i masti iz surutke 
sira pre ultrafiltracije (Williams i Wakeman, 2002). 
Hemijski procesi ukljuĉuju podeńavanje vrednosti pH napojne smeńe tako da molekularne ili 
koloidne neĉistoće budu daleko od svoje izoelektriĉne taĉke, ĉime se smanjuje tendencija 
formiranja sloja gela. Divalentni joni (na primer Ca2+ ili Mg2+) u rastvorima proteina mogu da 
uzrokuju precipitaciju putem formiranja mostova izmeĊu makromolekularnih lanaca, ali 
monovalentni joni (na primer Na+ ili K+) mogu spreĉiti precipitaciju i prljanje membrane. 
Stoga bi bilo poņeljno uklanjanje divalentnih jona iz napojne smeńe primenom jonske 
izmene. Hemijski procesi takoĊe mogu da ukljuĉuju precipitaciju, koagulaciju ili flokulaciju, ili 
primenu odgovarajućih hemikalija, kao ńto su anti-skalanti ili dezinfekciona sredstva 
(Williams i Wakeman, 2002).  
3.6.2.2. Izbor materijala membrane 
Materijal membrane utiĉe na prljanje membrane u većoj meri kod ultrafiltracije i nanofiltracije, 
uglavnom zbog tendencije nekih materijala da adsorbuju rastvorke. Kod mikrofiltracije uticaji 
adsorbovanja rastvoraka uglavnom nisu toliko ozbiljni, ali postoje sluĉajevi gde molekuli 
rastvorka znaĉajno doprinose smanjenju fluksa permeata smanjenjem efektivne veliĉine 
pora membrane. Dok osobine materijala membrane utiĉu na inicijalne brzine adsorpcije ili 
deponovanja, nakon formiranja sloja neĉistoća svaki uticaj materijala membrane je 
eliminisan dok se membrana ne oĉisti.  
Izbor materijala od koga je napravljena membrana utiĉe na adsorpciju rastvoraka na njenu 
povrńinu. Odgovarajući izbor materijala membrane dovodi do slabijeg vezivanja rastvorka na 
povrńinu membrane, ńto moņe uticati na smanjenje bilo koje interakcije membrane i 
rastvorka (kao ńto je penetracija molekula ili ĉestice u povrńinske pore). Ovo dovodi do 
smanjenja permeabilnosti membrane, a takoĊe ĉini lakńim uklanjanje rastvorka tokom 
ĉińćenja (Williams i Wakeman, 2002).  
3.6.2.3. Manipulacija proticanja 
Veliki broj istraņivanja postupaka povećanja fluksa permeata usmeren je na razvoj 
hidrodinamiĉkih metoda kojima se poboljńava prenos mase na povrńini membrane, kao i 
povratni transport zadrņanih rastvoraka i ĉestica od povrńine membrane ka masi rastvora 
(suspenzije). Koncentraciona polarizacija i formiranje pogaĉe u komercijalnim membranskim 
modulima kontrolińu se povećanjem smicanja na povrńini membrane ili promotorima 
turbulencije. Povećano smicanje se ostvaruje pumpanjem napojne smeńe vińim protocima ili 
primenom tankih kanala proticanja iznad povrńine membrane. Turbulencija se podstiĉe 
odbojnicima ili statiĉkim meńaĉima odgovarajućeg dizajna (Williams i Wakeman, 2002). U 
ove metode spadaju i metode kojima se izaziva turbulentno proticanje i nestabilnosti u 
proticanju napojne smeńe kroz modul. 
Turbulentno proticanje se moņe postići povećanjem prividne brzine proticanja napojne 
smeńe kroz modul ili korińćenjem promotora turbulencije. Od svih hidrodinamiĉkih metoda 
daleko najveću primenu za povećanje fluksa imaju povećanje protoka napojne smeńe i 
upotreba promotora turbulencije. Ostale hidrodinamiĉke metode imaju niz nedostataka od 
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kojih su najznaĉajniji veliki utrońak energije, sloņenost i mogući problemi sa vibracijama. 
Najjednostavniji naĉin za izazivanje turbulencije je povećanje protoka napojne smeńe, ali je 
uticaj povećanog protoka napojne smeńe ograniĉen. Povećanje protoka napojne smeńe 
moņe dovesti do velikog pada pritiska duņ modula, ńto za posledicu ima znaĉajan gubitak 
energije i promenu transmembranskog pritiska. Kao posledica toga moņe doći do znaĉajnog 
pada fluksa permeata (Jokić, 2010). 
Efikasnost membranskih procesa moņe biti poboljńana podsticanjem nestabilnosti 
nestacionarnog protoka fluida. Dok stacionarno proticanje uglavnom zahteva brzine 
unakrsne filtracije iz turbulentnog reņima proticanja, nestacionarno proticanje moņe biti 
efikasno i u laminarnom i u turbulentnom reņimu. Ove nestabilnosti fluida se koriste radi 
pokretanja neĉistoća (Chung i sar., 1993), a naborani kanali se koriste za indukovanje 
meńanja fluida na meĊupovrńini membrana-rastvor (Jeffree i sar., 1981). Razliĉiti pristupi za 
indukovanje nestabilnosti u proticanju preko povrńine membrane su sumirani na slici 3.2.  
 
 
Slika 3.2. Hidrodinamiĉki metodi za smanjenje koncentracione polarizacije i prljanja 
membrane (Belfort, 1989) 
3.6.2.3.1. Promotori turbulencije – lokalno podsticanje vrtloženja 
Svi promotori turbulencije koji su ispitivani u cilju povećanja fluksa permeata mogu se 
podeliti u dve osnovne grupe: dinamiĉke (slobodne) i statiĉke (fiksirane) promotore 
turbulencije. Dinamiĉki promotori turbulencije mogu da se kreću unutar kanala membrane. 
Statiĉki promotori turbulencije su fiksirani u odnosu na povrńinu membrane. Statiĉki 
promotori turbulencije su mnogo vińe ispitivani u procesima unakrsne mikrofiltracije zbog 
niza prednosti koje ispoljavaju u odnosu na dinamiĉke promotore turbulencije: mogu se 
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koristiti u ńirokom opsegu vrednosti protoka i viskoziteta napojne smeńe, jednostavno se 
instaliraju, zahtevaju manja investiciona ulaganja, njihovo habanje je zanemarljivo, a manji 
su i trońkovi izvoĊenja procesa (Krstić, 2003; Krstić i sar., 2004). 
Statiĉki promotori turbulencije mogu biti raznih oblika: namotane ņice, metalne reńetke, 
fiksirane ńipke sa i bez pregrada, umeci u obliku diska i prstena, Kenics statiĉki meńaĉi, 
umeci konusnog oblika i drugi (Jokić, 2010). Pregrade i umeci unutar zone proticanja dovode 
do povećanja srednje brzine proticanja fluida, kao i brzine smicanja na povrńini membrane. 
Efikasnost statiĉkog promotora turbulencije zavisi od oblika strujanja koje nastaje usled 
njegovog oblika i poloņaja unutar membrane. Pregrada ili umetak mora da zadovolji osnovne 
zahteve da bi se mogao koristiti kao statiĉki promotor turbulencije: da se lako izraĊuje, da se 
lako instalira ĉak i u membranama manjeg preĉnika, da ne izaziva nikakva ońtećenja 
membrane, da ne izaziva zone stagnacije fluida, kao i da mu je cena opravdana u poreĊenju 
sa povećanom potrońnjom energije zbog povećanog pada pritiska duņ membrane (Jokić, 
2010). 
Koncentraciona polarizacija i prljanje membrane mogu biti smanjeni podsticanjem meńanja i 
turbulencije prilikom proticanja korińćenjem umetaka za membranu (Finnigan i Howell, 
1989). Umeci redukuju vreme zadrņavanja napojne smeńe u kanalu membrane, povećavaju 
brzinu proticanja napojne smeńe i brzinu smicanja u blizini membrane i dovode do nastanka 
sekundarnih tokova ili nestabilnosti. Objavljene vrednosti fluksa permeata bile su 50-300% 
veće u poreĊenju sa konvencionalnim sistemima za unakrsnu mikrofiltraciju (Williams i 
Wakeman, 2002).  
Drugi istraņivaĉi su konstruisali spiralne umetke koristeći cevi sa ņicom omotanom oko njih, 
koji su postavljeni koncentriĉno unutar kanala tubularnih membrana. Glavna razlika izmeĊu 
ovih umetaka i prethodno opisanog dizajna leņi u obliku popreĉnog preseka spiralne putanje, 
za koji se moņe oĉekivati da izazove velike razlike u obliku i veliĉini spiralnih vrtloga. Holdich 
i Zhang (1992) su koristili spiralnu traku koja je navijena oko tubularne cev sa ciljem 
podsticanja rotacionog proticanja. Primenom njihovog sistema bila je moguća uńteda 
energije od 20% u poreĊenju sa eksperimentom u kome nije postojalo rotaciono proticanje. 
Bellhouse (1994) je opisao dizajne tubularnih membrana unutar kojih su postavljeni 
koncentriĉni navoji. Ovi umeci imaju slobodan prostor za kretanje unutar kanala membrane 
kako bi se omogućilo propuńtanje napojne smeńe kroz rezulutujući anularni meĊuprostor. 
Spiralni navoj je polukruņnog oblika kako bi omogućio prolazak otprilike polovine toka uz 
spiralnu putanju. Spiralni vrtlog se nadovezuje na spiralno proticanje. Ovo uzrokuje radijalno 
meńanje u polju proticanja. Postignuta je brzina filtracije ĉija je vrednost iznosila 75% 
izmerene vrednosti fluksa ĉiste vode (oba merenja su izvrńena pri transmembranskom 
pritisku od 2 bara) prilikom filtracije rastvora albumina goveĊeg seruma koncentracije 60 g/l.  
Nekoliko autora je primenjivalo razliĉite tehnike sa ciljem redukovanja koncentracione 
polarizacije i prljanja membrane, kao ńto su primena ņljebova (Gupta i sar., 1995) i 
preusmerivaĉa toka (Vitor i sar., 2003). Razliĉite tehnike se primenjuju sa ciljem smanjenja 
formiranja pogaĉe, a jedna od njih je primena spiralnih ņljebova unutar membranskog 
elementa. Izbor odgovarajućeg spiralnog ņljeba je najvaņnija stavka za poboljńanje fluksa 
permeata, uz minimalan pad pritiska kod unakrsne filtracije. Broj spiralnih navoja po jedinici 
duņine ima znaĉajan uticaj na efikasnost izabranog spiralnog ņljeba. 
Gupta i sar. (1995) su objavili povećanje fluksa permeata sa povećanjem broja spiralnih 
navoja po jedinici duņine ņljeba. Osim toga, vizualizacija primenom video-kamere je otkrila 
da je proticanje oko ose ņljeba bilo rotacionog oblika, usled ĉega dolazi do poboljńanog 
meńanja koje dovodi do migracije suspendovanih ĉvrstih ĉestica dalje od povrńine 
membrane. Sebbane (1989) je takoĊe koristio spiralne ņljebove tipa metalne reńetke (tip 
mreņe nabranih rombova). On je otkrio da dolazi do smanjenja brzine protoka permeata sa 
povećanjem preĉnika toka. TakoĊe je pokazao da otpor sloja gela opada sa smanjenjem 
hidrauliĉkog preĉnika. Smicanje moņe da utiĉe istovremeno na interno prljanje i na gel sloj, 
ńto dovodi do znaĉajnijeg povećanja fluksa permeata. TakoĊe se moņe smatrati da 
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koncentracija gela varira sa hidrauliĉkim preĉnikom. Drugi istraņivaĉi, na primer Maubois i 
Mocquot (1971), koji su koristili sliĉne spiralne ņljebove, otkrili su da je ultrafiltracija mleka 
davala bolje rezultate kada je hidrauliĉki preĉnik, Dh, bio manji. Maubois i Mocquot (1971) 
smatraju da Dh ima esencijalnu ulogu u formiranju sloja na povrńini membrane i u njenom 
unutrańnjem prljanju. 
Eksperimenti koje su izveli Ghaffour i sar. (2004) su izvedeni sa tubularnom membranom za 
filtriranje supernatanta iz postrojenja sa aktivnim muljem, koji se sastoji od suspendovanih i 
biolońkih ĉvrstih ĉestica. U ovom radu je istraņivan uticaj operativnih parametara. 
Temperatura i koncentracija napojne smeńe su bile konstantne i industrijskih vrednosti. 
Otkriveno je da je vrednost transmembranskog pritiska od 1 bar optimalna, a iznad ove 
vrednosti dolazi do opadanja fluksa permeata, ńto je u suprotnosti sa rezultatima nekoliko 
objavljenih radova, u kojima se primećuje plato iznad odreĊene vrednosti 
transmembranskog pritiska. Progresivno prljanje membrane moņe biti ograniĉeno upotrebom 
spiralnih ņljebova u filtracionom elementu koji radi pri maloj vrednosti transmembranskog 
pritiska, a takoĊe dolazi do smanjenja flokulacije ĉestica. Sa druge strane, otkriveno je da su 
uticaji Rejnoldsovog broja unutar membranske cevi i brzine protoka napojne smeńe sliĉni 
kao kod drugih istraņivanja u kojima su korińćeni razliĉiti spiralni ņljebovi. 
Jokić i sar. (2010) su ispitivali uticaj Kenics statiĉkog meńaĉa na fluks permeata prilikom 
unakrsne mikrofiltracije suspenzije pekarskog kvasca. Primećeno je povećanje fluksa 
permeata u stacionarnom stanju u opsegu 89,32-258,86%, u zavisnosti od primenjenih 
operativnih uslova.  
3.6.2.3.2. Uduvavanje gasa 
Veliki napon smicanja i mala i konstantna vrednost transmembranskog pritiska predstavljaju 
hidrodinamiĉke uslove na kojima se postiņe poboljńanje karakteristika filtracije. Pońto je ove 
uslove teńko postići u sluĉaju jednofaznog toka u cevnim i ravnim membranama, 
potencijalno reńenje je primena promotora turbulencije, rotirajućih membrana, Dinovih 
vrtloga itd. Pored ovih tehnika, mnoga istraņivanja predlaņu kontinualno uvoĊenje gasa u 
membranski modul sa ciljem stvaranja dvofaznog toka gas-teĉnost. Dvofazni tok je efikasan, 
jednostavan i jeftin metod za poboljńanje karakteristika filtracije (fluksa permeata i potrońnje 
energije). Dvofazni tok je za sada nańao primenu u biolońkoj obradi i proizvodnji pijaće vode, 
kao i u separaciji makromolekula.   
Za razliku od jednofaznog toka, dvofazni tok ĉesto izaziva nestabilnosti proticanja, ńto i 
predstavlja glavnu osobenost primene dvofaznog toka u membranskim procesima. 
Nestabilnost proticanja napojne smeńe je posledica geometrije membrane, procesnih 
parametara (pritisak, temperatura, protok napojne smeńe) i graniĉnih uslova (napon 
smicanja). Razlog primene dvofaznog toka u membranskim sistemima je teņnja za 
postizanjem hidrodinamiĉkih nestabilnosti unutar kanala membrane. Nestabilnosti 
proizvedene na ovaj naĉin utiĉu na koncentracionu polarizaciju, uklanjajući formiranu 
filtracionu pogaĉu. 
Nestabilnost dvofaznog toka zavisi od veliĉine mehurića gasa i naĉina raspodele faza. 
Stoga, naĉin proticanja dvofaznog toka, odnosno odnos protoka gasa i teĉne faze, 
predstavlja vaņan parametar efikasnosti primene toka gas-teĉnost. Pored toga, imajući u 
vidu da se membranski procesi uglavnom koriste za uklanjanje koloidnih neĉistoća iz 
vodenih rastvora, treba uzeti u obzir i uticaj rastvorenih povrńinski aktivnih materija na oblik, 
veliĉinu i pokretljivost mehurića. U meĊusobnom kontaktu gasa i teĉnosti graniĉni sloj 
izmeĊu faza je uslovljen razliĉitim fiziĉkim uticajima, kao ńto su inercija, kapilarne sile i 
napon smicanja (Brennen, 2005).  
Procesi prenosa mase, impulsa i energije, a samim tim i uĉinkovitost dvofaznog toka, u 
velikoj meri zavise od geometrijske raspodele faza ili topologije komponenta unutar toka. 
Geometrijska raspodela faza zavisi od zapreminskog odnosa teĉnosti i gasa, razlike brzina 
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izmeĊu faza, osobina fluida itd. Na osnovu smera meĊusobnog proticanja teĉnosti i gasa 
moņe se izvrńiti sledeća podela (Brennen, 2005): 
1. Istostrujno proticanje – teĉnost i gas protiĉu u istom smeru (primena: aeracija u 
membranskim bioreaktorima, dvofazni tok nagore i nadole u mikrofiltraciji i 
ultrafiltraciji); 
2. Suprotnostrujno proticanje – gas protiĉe u suprotnom smeru u odnosu na teĉnost 
(primena: membranska destilacija, membranski kontaktori). 
Za istostrujno proticanje nagore u vertikalnim cevima, mogu se definisati sledeći reņimi 
proticanja za potpuno razvijen dvofazni tok teĉnost-gas (Brennen, 2005; slika 3.3.): 
1. Mehurasti reņim – gasna faza je uniformno rasporeĊena u obliku izolovanih mehurića 
u kontinualnoj teĉnoj fazi, sa teņnjom da se koncentrińe u centru cevi; 
2. Reņim proticanja u obliku velikih mehurova - ĉepovito proticanje (slug) – gasna faza 
predstavlja kretanje naizmeniĉnih mehuriova u obliku ĉepa, sa manje izraņenom 
granicom faza; 
3. Prelazni reņim (churn) – predstavlja neureĊen reņim proticanja u obliku velikih 
mehurova, gde su ĉepasti Tejlorovi mehurići uņi i zakrivljeni; 
4. Anularni reņim – teĉna faza kontinualno protiĉe kao gust sloj uz zidove membrane, 
dok gasna faza zauzima jezgro kanala membrane; mogu da postoje poneki manji 
mehurići. 
 
Slika 3.3. Reņimi proticanja dvofaznog toka gas-teĉnost (Brennen, 2005) 
Usled relativno velikog preĉnika pora, mikrofiltracija je podloņna svim mehanizmima prljanja 
membrane, od formiranja pogaĉe do zaĉepljenja pora. Primena dvofaznog toka znaĉajno 
poboljńava fluks permeata, o ĉemu svedoĉe uglavnom sve sprovedene studije na ovu temu. 
Zakljuĉeno je da dvofazni tok sa velikom efikasnońću uklanja filtracionu pogaĉu. MeĊutim, 
kada je u pitanju unutrańnje prljanje membrane, izazvano zaĉepljenjem pora, dvofazni tok 
nije pokazao istu efikasnost, stoga je potrebno primeniti neku drugu tehniku, na primer 
povratno ispiranje. 
Vrednost fluksa permeata moņe biti povećana uduvavanjem mehurića vazduha u filtracioni 
kanal (Mercier-Bonin i sar., 2000; Mikuláńek i sar., 2002; Pospińil i sar., 2004; Hwang i Wu, 
2008). To se deńava usled smanjenja mase filtracione pogaĉe povećanjem smicanja na 
povrńini membrane. Brzina smicanja na povrńini membrane zavisi ne samo od brzina fluida, 
već i od reņima proticanja gas-teĉno. Faktor injektovanja gasa, ε, je definisan radi 
prikazivanja reņima proticanja gas-teĉno (jednaĉina 3.1.; Cabassud i sar., 2001):  
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                                                             (3.1.) 
gde su ug i us superkritiĉne brzine proticanja gasa i teĉnosti, redom. Proticanje je mehurasto 
kada je ε < 0,2, u obliku velikih mehurova kada je 0,2 < ε < 0,9, a postaje anularno kada je  
ε > 0,9. Cabassud i sar. (2001) su diskutovali uticaje hidrodinamiĉkih parametara proticanja 
gas-teĉno na karakteristike filtracione pogaĉe prilikom filtracije kroz membrane oblika ńupljih 
vlakana. Zakljuĉili su da su povećanje fluksa permeata i struktura filtracione pogaĉe 
kontrolisani turbulencijom koja se deńava u blizini povrńine membrane. Mercier-Bonin i 
Fonade (2002) su prouĉavali unakrsnu filtraciju smeńe enzima i kvasca. Otkrili su da su fluks 
permeata i prenos mase enzima neznatno poboljńani prilikom mehurastog proticanja. Iako 
vrednost fluksa permeata moņe biti povećana za oko 140% tokom proticanja u obliku velikih 
mehurova, prenos mase enzima je u takvom reņimu dramatiĉno smanjen. Yu i sar. (2003) su 
prouĉavali poboljńanje fluksa permeata prilikom unakrsne mikrofiltracije uz uduvavanje 
vazduha. Kritiĉna vrednost flukse permeata se znaĉajno povećala usled povećanja brzine 
protoka vazduha, ńto je podstaklo turbulenciju i ńto moņe biti objańnjeno povećanjem sile 
koja podiņe ĉestice. Mikuláńek i sar. (2002) i Pospińil i sar. (2004) su izveli empirijsku 
jednaĉinu koja povezuje fluks permeata i hidrodinamiĉke uslove, koja se zasniva na bilansu 
mase i jednaĉini filtracije. Korińćeni parametri, na primer, faktor proticanja gasa, treba da 
budu odreĊeni primenom eksperimentalnih podataka. U istraņivanjima koja su sproveli 
Hwang i Wu (2008) i Hwang i Hsu (2009) napon smicanja u blizini zida kanala membrane 
prilikom mehurastog proticanja je procenjen primenom dvofaznog modela proticanja gas-
teĉno, dok je napon smicanja prilikom proticanja u obliku velikih mehurova izraĉunat 
sumiranjem sila smicanja u filmu teĉnosti oko mehurića gasa i velikih mehurova u teĉnosti 
nastalih usled naizmeniĉne pojave mehurića. Potom je uspostavljena korelacija izmeĊu 
mase filtracione pogaĉe i njenog proseĉnog specifiĉnog otpora i napona smicanja za svaki 
reņim proticanja. 
Pokazalo se da tehnika dvofazne gas-teĉne unakrsne filtracije, koja se postiņe injektovanjem 
mehurića u napojni tok, predstavlja efikasan naĉin za smanjenje koncentracione polarizacije 
i zaprljanosti membrane (Cui i Wright, 1994; Cui i Wright, 1996; Bellara i sar., 1996; Mercier i 
Delorme, 1996; Cui i sar., 1997; Cabassud i sar., 1997; Mercier i sar., 1997). Uduvavanje 
gasa podstiĉe turbulenciju na povrńini membrane, ńto rezultuje povećanjem prenosa mase u 
graniĉnom sloju. Moņe se pretpostaviti da uduvavanje gasa efikasno pomera slabo vezane 
koloidne ĉestice i makromolekule sa povrńine membrane, a takoĊe moņe da dovede do 
kidanja sloja adsorbovanih ĉestica ili makromolekula usled turbulencije izazvane pucanjem i 
koalescencijom mehurića gasa. 
Istraņivanja u radu koji su objavili Imasaka i sar. (1989) predstavljaju prvi pokuńaj primene 
dvofaznog toka u procesu mikrofiltracije. Uticaj dvofaznog toka je ispitivan na pet vertikalno 
povezanih membranskih modula sa 200 mikroporoznih membrana. Prividna brzina 
proticanja teĉne faze je varirana izmeĊu 0,26 i 2,01 m/s, dok je opseg vrednosti protoka 
gasa od 7,8·10-4 do 7,6·10-3 Nm3/s. Najveće vrednosti fluksa permeatacsu dobijene pri brzini 
gasa od 7,6·10-3 Nm3/s, dok su najniņe vrednosti fluksa permeata dobijene pri brzini 7,8·10-4 
Nm3/s. Povećanje brzine gasa povećalo je vrednost fluksa permeata za 460%. 
Ispitivanja u radu koji su objavili Imasaka i sar. (1989a) su posvećena mikrofiltraciji 
fermentacione teĉnosti, dobijene prilikom proizvodnje metana, primenom ĉetiri razliĉite 
aluminijum-oksidne keramiĉke membrane, tri simetriĉne sa srednjim preĉnicima pora od 0,2, 
0,48, 0,57 μm i jednoj asimetriĉnoj preĉnika pora 0,2 μm. Uticaj dvofaznog toka na tok 
mikrofiltracije je procenjen na osnovu promene fluksa permeata. Na osnovu rezultata 
dobijenih na asimetriĉnoj membrani (0,2 μm) pri transmembranskom pritisku 1 bar, moņe se 
zakljuĉiti da povećanje brzine gasa uslovljava veći krajnji fluks permeata. Vrednost fluksa 
permeata pri brzini gasa od 5,12 l/min je oko 500% veća nego pri brzini gasa od 0,12 l/min, 
pri istoj vrednosti brzine teĉne faze. MeĊutim, veće brzine gasa pokazuju veću sklonost ka 
smanjenju vrednosti fluksa permeata sa vremenom. 
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Cui (1993) je koristio tehniku uduvavanja gasa za naruńavanje sloja koncentracione 
polarizacije i otkrio je da injektovanje veoma male koliĉine gasa u napojnu smeńu moņe 
znaĉajno da poboljńa fluks permeata i da promeni prividni stepen zadrņavanja od strane 
membrane. Znaĉajnije povećanje fluksa permeata je primećeno pri ozbiljnijoj 
koncentracionoj polarizaciji, na primer, pri malim vrednostima brzine proticanja napojne 
smeńe, pri velikim vrednostima transmembranskog pritiska i pri velikim koncentracijama 
napojne smeńe, a u poreĊenju sa konvencionalnom unakrsnom filtracijom postignuto je 
povećanje fluksa permeata za 60% i 270% pri ultrafiltraciji albumina goveĊeg seruma i 
rastvora dekstrana i mikrofiltraciji suspenzije kvasca, redom.  
Cilj rada koji su objavili Mercier i sar. (1997) bio je poboljńanje fluksa permeata tokom 
filtracije bentonita i kvasca (Saccharomyces bayanus) primenom dvofaznog toka gas-
teĉnost. Filtracija je izvedena na cirkonijum aluminijumskoj membrani sa srednjim preĉnikom 
pora od 20 nm. Primenjene vrednosti protoka teĉne faze bile su u opsegu 0,2-1 m3/h, dok je 
vrednost protoka vazduha bila u opsegu 0,1-1,5 m3/h (pri atmosferskom pritisku). Na osnovu 
rezultata dobijenih prilikom filtracije bentonita, uoĉava se da povećanje vrednosti protoka 
vazduha pri istoj vrednosti protoka teĉne faze izaziva povećanje fluksa permeata od 50% za 
mehurasti reņim (ε=0,2) i 100% za reņim proticanja u obliku velikih mehurova (ε=0,7), pri 
konstantnoj vrednosti transmembranskog pritiska od 1,05 bar. Povećanje vrednosti protoka 
teĉne faze uslovljava povećanje fluksa permeata za sve primenjene vrednosti protoka 
vazduha. Najveći krajnji fluks permeata dobijen je pri vrednosti protoka teĉne faze od 0,75 
m3/h i ε=0,7, i iznosi 90 l/m2h. Rezultati dobijeni za potrońnju energije pokazuju smanjenje 
potrebne koliĉine energije u sistemu sa dvofaznim tokom, pa je tako srednja vrednost 
potrońnje energije za sve eksperimente oko 10 kWh/m3, u poreĊenju sa 30 kWh/m3 u 
sistemu bez vazduha. Eksperimenti sa pekarskim kvascem su izvedeni primenom 2% (w/v) 
suspenzije kvasca pri vrednosti transmembranskog pritiska od 1,05 bar. Optimalne vrednosti 
protoka teĉne faze i vazduha za mikrofiltraciju kvasca iznose 0,5 m3/h i 0,38 m3/h, redom. 
Povećanje vrednosti fluksa permeata u ovom sluĉaju iznosi 170%. 
Studija koju su objavili Mercier-Bonin i sar. (2000) bavi se definisanjem uticaja dvofaznog 
toka na mikrofiltraciju pekarskog kvasca na ravnoj keramiĉkoj membrani preĉnika pora 140 
nm i aktivnom povrńinom od 0,06 m2. Uticaj razliĉitih faktora (protok gasa i teĉne faze, 
koncentracija napojne suspenzije) na filtraciju je ispitivan sa horizontalno i vertikalno 
postavljenim membranskim modulom. Brzine proticanja teĉne faze su varirane u opsegu 0,3-
1,4 m/s, dok je opseg brzine proticanja gasa bio od 0-0,8 m/s. Pri malim brzinama proticanja 
teĉne faze, prostorna orijentacija membrane ima veliki uticaj i bolji rezultati su dobijeni sa 
horizontalno postavljenom membranom. U sluĉaju horizontalno postavljene membrane, 
porast vrednosti fluksa permeata za koncentraciju od 2% (w/v) varira od 350% do 380%, za 
razliĉite odnose ε pri vrednosti transmembranskog pritiska 1 bar i protoka napojne smeńe 
200 l/h, i oko 200% pri koncentraciji 0,5% ( w/v). Ńto se tiĉe potrońnje energije, utvrĊeno je 
da primena dvofaznog toka zahteva duplo manju koliĉinu energije za postizanje vrednosti 
fluksa permeata jednofaznog toka. 
Studija koji su sproveli Mikulańek i sar. (2002) bavi se poreĊenjem uticaja dvofaznog toka i 
ponovnog ispiranja membrane (backflushing) na mikrofiltraciju rastvora titanijum-oksida na 
keramiĉkoj membrani sa srednjim preĉnikom pora od 91 nm, za eksperimente sa dvofaznim 
tokom, i 100 nm, za povratno ispiranje. Pri konstantnim vrednostima brzine proticanja teĉne 
faze (1 m/s) i transmembranskog pritiska (1 bar), za razliĉite vrednosti brzine proticanja gasa 
(0,25-2,5 m/s) dobijene su vrednosti porasta fluksa permeata i do 90%. Pored toga, veće 
brzine proticanja vazduha doprinose većoj poroznosti, ali i većoj debljini filtracione pogaĉe. U 
poreĊenju sa povratnim ispiranjem, dvofazni tok pokazuje bolje rezultate povećanja fluksa 
permeata za oko 30%, ali u sluĉaju unutrańnjeg prljanja membrane, povratno ispiranje 
predstavlja prihvatljiviju tehniku, s obzirom na to da gasna faza ne prodire u pore membrane. 
U istraņivanju koje su sproveli Mercier-Bonin i sar. (2003) ispitivan je uticaj dvofaznog toka 
gas-teĉnost na separaciju micela kazeina od rastvorljivih proteina obranog mleka, na 
vińekanalnoj cevnoj keramiĉkoj membrani sa srednjim preĉnikom pora 0,1 μm i aktivnom 
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povrńinom od 0,0383 m2. Protok teĉne faze je bio 1220 l/h, dok je protok gasa variran od 
100 l/h do 1390 l/h, ostvarujući na taj naĉin napon smicanja od 43 do 80 Pa. Dvofazni tok 
nije pokazao veliku uspeńnost u naruńavanju strukture pogaĉe formirane od strane micela, 
pre svega zbog kompaktne strukture filtracione pogaĉe, ńto se deńava usled velikog 
povećanja pritiska. Pri konstantnoj vrednosti napona smicanja za jednofazni (61 Pa) i 
dvofazni tok (55 Pa) maksimalna vrednost fluksa permeata je oko 100 l/m2h pri ispitivanim 
vrednostima transmembranskog pritiska od 0,3 do 1 bar. PoreĊenjem fluksa permeata 
jednofaznog i dvofaznog toka u zavisnosti od napona smicanja izvode se sledeći zakljuĉci: 
do vrednosti napona smicanja od 60 Pa, fluks permeata za jednofazni i dvofazni tok ima 
rastući trend; iznad vrednosti napona smicanja od 60 Pa, fluks permeata dvofaznog toka 
nastavlja rast, dok za jednofazni tok postepeno opada. Razlog opadanja moņe biti 
heterogenost transmembranskog pritiska, koja je izraņenija kod jednofaznog toka, pa je tako 
pri velikim vrednostima protoka teĉne faze pritisak na izlazu iz membrane 0,01 bar. Sa 
porastom utrońene energije za proces, raste i fluks permeata. Za vrednost utrońene energije 
od 4 kWh/m3, fluks permeata dvofaznog toka je 20% veći od fluksa permeata jednofaznog 
toka. 
Gupta i sar. (2005) su ispitivali unakrsnu filtraciju fermentacione teĉnosti koja sadrņi 2,3-
butandiol dobijen iz crne melase primenom proizvodnog mikroorganizma Klebsiella oxytoca 
(NRRL B-199). Za ove svrhe korińćena je laboratorijska mikrofiltraciona jedinica tanjirastog 
tipa za unakrsnu mikrofiltraciju sa celuloza-acetatnom membranom ĉiji preĉnik pora iznosi 
0,2 μm. Preliminarni rezultati su pokazali brzo opadanje fluksa permeata usled prljanja 
membrane uzrokovanog prirodnim neĉistoćama iz crne melase, tako da je modifikacija 
konvencionalne unakrsne mikrofiltracije bila neophodna radi postizanja brzine filtracije 
odgovarajuće za praktiĉnu primenu. Fluks permeata je poboljńan uduvavanjem vazduha, koji 
je ĉistio povrńinu membrane uklanjanjem deponovanih koloidnih materija i omogućavao 
odrņavanje praktiĉne brzine filtracije. Proseĉan fluks permeata se povećao za 39% i 54% pri 
brzinama uduvavanja vazduha od 0,5 l/min i 1 l/min, redom, u sluĉaju kada je inicijalna 
koncentracija biomase bila 4,66 g/l. Za inicijalnu koncentraciju biomase od 14,2 g/l fluks se 
povećao za 105% i 146% za brzinu protoka gasa od 0,5 l/min i 1 l/min, redom. Moņe se 
zakljuĉiti da je uduvavanje gasa pokazalo pozitivan uticaj na unakrsnu filtraciju gustih 
suspenzija, kao ńto je fermentaciona teĉnost. 
Rad koji su objavili Gupta i sar. (2005) ispituje mogućnost odrņavanja prihvatljivog fluksa 
permeata uduvavanjem gasa u napojnu smeńu pri unakrsnoj mikrofiltraciji pekarskog kvasca 
(Saccharomyces cerevisiae), ĉime se uklanjaju koloidni depoziti i smanjuje koncentraciona 
polarizacija. Ispitivane su suspenzije opranog i neopranog kvasca radi ispitivanja uticaja 
pranja na smanjenje proteinskog prljanja membrane. Otkriveno je da je fluks permeata 
povećan za 45% pri protoku napojne smeńe od 75 kg/h i koncentraciji 2 kg/m3 opranog 
kvasca, u poreĊenju sa filtracijom neopranog kvasca bez uduvavanja gasa. Prilikom filtracije 
supenzije opranog kvasca povećanje brzine protoka gasa od 30 l/h do 90 l/h imalo je 
pozitivan uticaj na povećanje fluksa permeata. Zakljuĉeno je da u ovom sluĉaju protok gasa 
treba da bude manji ili jednak protoku teĉne faze (napojne smeńe) kako bi se postiglo 
poboljńanje fluksa permeata.  
Sur i Cui (2005) su vrńili eksperimente unakrsne mikrofiltracije sa uduvavanjem gasa 
primenom multitubularnog mikrofiltera srednjeg preĉnika pora 0,15 µm, pri ĉemu su kao test 
suspenzije filtrirane suspenzije opranog i neopranog kvasca, kao i smeńa suspenzije kvasca 
i bentonita. Suspenzija opranog kvasca pripremljena je primenom diafiltracije radi uklanjanja 
molekula proteina iz suspenzije. Dodatak ĉestica bentonita simulirao je uticaj prisustva 
drugih mikroĉestica na mikrofiltraciju kvasca. U eksperimentima su ispitani uticaji 
koncentracije i vrednosti pH napojne smeńe prilikom jednofazne i dvofazne filtracije, pri 
razliĉitim protocima i transmembranskim pritiscima. Cilj rada je bio odreĊivanje optimalnog 
odnosa koncentracije kvasca, transmembranskog pritiska, brzine proticanja teĉne faze i 
brzine proticanja gasa, pri kojima se dobijaju najvińe vrednosti fluksa permeata. Opsezi 
izabranih parametara bili su: koncentracija suspenzije kvasca 0,01-10% (w/v), 
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transmembranski pritisak 0,5-4 bar, brzina proticanja teĉne faze 0,36-1,8 m/s i brzina 
proticanja gasa 0,18-1,02 m/s. Sa povećanjem koncentracije kvasca dobijaju se manje 
vrednosti fluksa permeata, dok se za iste koncentracije vrednosti fluksa za jednofazni i 
dvofazni tok znaĉajno razlikuju. Eksperimentalni rezultati su pokazali da uduvavanje gasa 
znaĉajno povećava fluks permeata prilikom mikrofiltracije kvasca. Efekat dvofaznog toka je 
izraņeniji za veće koncentracije suspenzije kvasca, i iznosi oko 100% za koncentraciju 
0,01% (w/v). Ńto se tiĉe uticaja brzine proticanja teĉne faze, najveće vrednosti fluksa 
permeata se dobijaju pri najvećoj vrednosti brzine proticanja teĉne faze, za sve ispitivane 
vrednosti koncentracije i transmembranskog pritiska. MeĊutim, veće relativno povećanje 
fluksa permeata je dobijeno pri manjim vrednostima brzine proticanja teĉne faze i većim 
koncentracijama kvasca, pa tako za brzinu proticanja teĉne faze od 0,36 m/s i koncentraciju 
10% (w/v) relativno povećanje fluksa permeata iznosi oko 70% pri transmembranskom 
pritisku 0,5 bara i oko 130% pri transmembranskom pritisku 4 bara. Fluks permeata za 
razliĉite vrednosti transmembranskog pritiska zavisi od koncentracije napojne suspenzije. Pri 
manjim koncentracijama napojne smeńe vrednost fluksa permeata raste sa porastom 
transmembranskog pritiska, dok se pri većim koncentracijama primećuje smanjenje 
vrednosti fluksa permeata sa povećanjem transmembranskog pritiska. TakoĊe, vrednost pH 
napojne smeńe ima znaĉajan uticaj na fluks permeata. PoreĊenje fluksa permeata 
suspenzija opranog i neopranog kvasca je vrńeno sa ciljem ispitivanja uticaja proteina na 
prljanje mikrofiltracione membrane. Uklanjanje ekstracelularnih supstanci rezultuje znatno 
većim fluksom permeata (prilikom filtracije suspenzije opranog kvasca), ńto potvrĊuje 
pretpostavku da su proteini glavni uzrok prljanja membrane. Dodavanje ĉestica utiĉe na fluks 
permeata, pri ĉemu dolazi do smanjenja fluksa permeata usled dodatka ĉestica bentonita 
prilikom mikrofiltracije kvasca.  
Hwang i Hsu (2009) su istraņivali uticaj reņima proticanja gas-teĉnost na unakrsnu 
mikrofiltraciju suspenzije pekarskog kvasca (0,2% (w/v)). Za istraņivanje je upotrebljena 
ravna celulozna membrana sa preĉnikom pora od 100 nm i aktivnom povrńinom od 0,11 m2. 
Prividne brzine proticanja teĉne faze bile su u opsegu 0,1-0,5 m/s, a brzine proticanja gasa u 
opsegu 0,02-0,08 m/s, ostvarujući odnos ε od 0,039 do 0,444. Rezultati pokazuju da reņim 
proticanja ima veći uticaj od pojedinaĉnih brzina proticanja, pa je tako reņim proticanja u 
obliku velikih mehurova efikasniji od mehurastog reņima. Na kraju eksperimenta, suva 
materija formirane filtracione pogaĉe je dalje analizirana i utvrĊeno je da vińe od 40% mase 
filtracione pogaĉe moņe biti smanjeno primenom dvofaznog toka. Tokom mikrofiltracije pri 
malim brzinama proticanja teĉne faze (0,1 m/s) masa filtracione pogaĉe kontinualno opada 
sa povećanjem brzine proticanja gasa. MeĊutim, sa povećanjem brzine proticanja teĉne faze 
masa filtracione pogaĉe opada do odreĊene vrednosti, kada dalje povećanje brzine 
proticanja gasa ne doprinosi smanjenju mase filtracione pogaĉe. Struktura filtracione pogaĉe 
pri većim brzinama proticanja teĉne faze postaje kompaktnija zahvaljujući dvofaznom toku, i 
ovaj uticaj je sve veći sa povećanjem brzine proticanja teĉne faze. Najveći porast fluksa 
permeata je dobijen za vrednosti ε u opsegu 0,3-0,5 (mehurasti reņim). 
U istraņivanju koje su sproveli Hwang i Chen (2010) filtrirana je binarna suspenzija 
kvasac/albumin goveĊeg seruma primenom dve paralelne unakrsne mikrofiltracione ploĉe, 
pri ĉemu su mereni i diskutovani vrednost fluksa permeata u stacionarnom stanju, svojstva 
filtracione pogaĉe i zadrņavanje albumina goveĊeg seruma pod razliĉitim operativnim 
uslovima. Vrednost fluksa permeata se povećava sa povećanjem vrednosti 
transmembranskog pritiska, kao i sa povećanjem vrednosti brzina proticanja napojne 
suspenzije i vazduha. Masa filtracione pogaĉe je znaĉajno smanjena uduvavanjem mehurića 
vazduha usled povećanja smicanja u blizini zida membrane; meĊutim, ovaj uticaj postaje 
beznaĉajan kada brzina proticanja vazduha preĊe 0,04 m/s. Proseĉan specifiĉan otpor 
filtracione pogaĉe se povećava sa povećanjem brzine proticanja vazduha koji protiĉe u 
obliku mehurića, dok naglo opada kada se reņim proticanja promeni u proticanje u obliku 
velikih mehurova. Primećuje se drastiĉan porast stepena zadrņavanja albumina goveĊeg 
seruma prilikom uduvavanja mehurića vazduha u filtracioni kanal. Povećanje brzine 
proticanja vazduha dovodi do većeg zadrņavanja albumina, naroĉito u reņimu proticanja u 
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obliku velikih mehurova. Kada se uzmu u obzir fluks permeata i zadrņavanje albumina, fluks 
prenosa mase albumina u filtrat opada sa povećanjem brzine proticanja vazduha. Iako 
uduvavanje mehurića vazduha moņe efikasno da poveća fluks permeata, ono nema uticaja 
na razdvajanje ćelija kvasca i albumina goveĊeg seruma. Rezultati takoĊe ukazuju da reņim 
proticanja fluida ima vaņan uticaj na efikasnost filtracije.  
RSM (Response Surface Methodology – metodologija odzivne povrńine) i CCD (Central 
Composite Design – centralni kompozitni dizajn) su primenjeni za modelovanje i optimizaciju 
unakrsne mikrofiltracije suspenzije Chlorella sp. (Javadi i sar., 2014). OdreĊeni su uticaji 
operativnih uslova, transmembranskog pritiska, protoka napojne smeńe i optiĉke gustine 
napojne suspenzije, na fluks permeata, kao i njihove interakcije. TakoĊe su ispitivani uticaji 
tehnike uduvavanja gasa i razliĉitih reņima proticanja dvofaznog toka gas-teĉnost na fluks 
permeata. Maksimalno povećanje fluksa permeata iznosilo je 61% i 15% za napojne 
suspenzije optiĉkih gustina 1 i 3, redom. Ovi rezultati ukazuju da je tehnika uduvavanja gasa 
efikasnija pri manjim koncentracijama mikroalgi tokom mikrofiltracije, pri ĉemu je poboljńanje 
fluksa permeata od 60% postignuto u reņimu proticanja u obliku velikih mehurova.  
U istraņivanju koje su sproveli Fouladitajar i sar. (2014) prouĉavani su uticaji razliĉitih reņima 
proticanja dvofaznog toka na fluks permeata tokom procesa mikrofiltracije surutke. Fluks 
permeata se povećao u reņimu proticanja u obliku velikih mehurova uglavnom usled 
smanjenja mase filtracione pogaĉe i naruńavanja sloja koncentracione poalrizacije. U 
zavisnosti od brzine proticanja napojne smeńe, reņim proticanja u obliku velikih mehurova 
doveo je do poboljńanja permeabilnosti ĉak i pri ozbiljnim problemima prljanja membrane. 
MeĊutim, suprotni rezultati su dobijeni za mehurasti reņim proticanja, gde uvoĊenje gasa nije 
doprinelo poboljńanju ni pri većim brzinama proticanja napojne smeńe.  
3.6.2.3.3. Kombinacija promotora turbulencije i uduvavanja gasa 
Derradji i sar. (2000) su razvili poseban proces koji smanjuje prljanje membrane usled 
deponovanja ĉestica tokom ultrafiltracije. Ovaj proces se sastoji od injektovanja gasa radi 
dobijanja dvofaznog gas-teĉno toka koji prolazi kroz promotor turbulencije (statiĉki meńaĉ 
Sulzer), koji sadrņi fiksne pune delove i prazne sekcije i koji je postavljen ispred membrane, 
usled ĉega dolazi do jakog smicanja na povrńini membrane. Eksperimenti su vrńeni 
primenom polimera, natrijum-alginata. Ispitane su razliĉite vrednosti prividne brzine gasa, 
koncentracije teĉnosti i polimera, kao i uticaj veliĉine pora membrane. Sa porastom 
transmembranskog pritiska fluks permeata kontinualno raste u sluĉaju primene statiĉkog 
meńaĉa, dok bez statiĉkog meńaĉa vrednost fluksa permeata postaje konstantna iznad  
vrednosti transmembranskog pritiska 2 bar (C=0,5 g/l; Qg=270 l/h). Pored toga, primena 
statiĉkog meńaĉa pojaĉava uticaj koncentracije alginata na fluks permeata. MeĊutim, pri 
transmembranskom pritisku iznad 2 bar vrednost fluksa permeata kontinualno raste, i veće 
vrednosti se dobijaju za manje koncentracije alginata. Proces injektovanja vazduha u 
prisustvu promotora turbulencije vodi do povećanja vrednosti fluksa permeata za 180%. 
Smicanje koji vrńi turbulentna smeńa teĉnosti i gasa, kao i dodatna lokalna turbulencija, 
spreĉavaju deponovanje ĉestica na povrńini membrane i/ili olakńavaju odvajanje 
deponovanog polimera, ĉime se postiņe prevencija formiranja sloja polarizacije ili bar 
odlaganje njegove pojave i time poboljńava prenos mase. Ńto se tiĉe uticaja protoka gasa na 
fluks permeata, ovaj uticaj je izraņeniji pri manjim vrednostima protoka gasa (do 800 l/h), 
nakon ĉega vrednost fluksa stagnira (TMP=2 bar i C=0,5 g/l). 
U istraņivanju koje su sproveli Vatai i sar. (2007) prouĉavana je istovremena primena 
statiĉkog meńaĉa i tehnike uduvavanja vazduha tokom unakrsne ultrafiltracije emulzije 
ulje/voda. Otkriveno je da upotreba statiĉkog meńaĉa dovodi do znaĉajnog povećanja 
vrednosti fluksa permeata. MeĊutim, prisustvo statiĉkog meńaĉa redukuje vreme 
zadrņavanja u kanalu napojne smeńe, ńto dovodi do visokog pada pritiska duņ membrane i 
stoga do povećanja potrońnje energije. Kombinacija uduvavanja vazduha i statiĉkog meńaĉa 
pokazala je da velika vrednost fluksa permeata moņe biti dobijena pri relativno malom 
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utrońku energije. Korińćena je ZrO2 jednokanalna membrana, sa srednjim preĉnikom pora 
od 20 nm, i Kenics statiĉki meńaĉ. Eksperimenti su izvedeni pri vrednostima protoka teĉnosti 
od 100 l/h i 150 l/h i vrednostima protoka vazduha 20-100 l/h. Ultrafiltracija je izvedena u 
uslovima recirkulacije napojne suspenzije na sledeći naĉin: fluks permeata je meren u 
uslovima bez uvoĊenja vazduha, do postizanja pseudostacionarnog fluksa, kada je 
postepeno u sistem uvoĊen dvofazni tok, najpre sa niskim protokom vazduha, da bi se fluks 
permeata ponovno merio u trenutku postizanja konstantne vrednosti protoka vazduha. 
Porast vrednosti fluksa permeata u mehurastom reņimu iznosio je oko 6% (Qg=20 l/h, 
ε=0,16), dok je za reņim proticanja u obliku velikih mehurova (Qg=80 l/h, ε=0,44) vrednost 
fluksa permeata smanjena za oko 13% u odnosu na jednofazni tok. Iz dobijenih rezultata se 
izvodi zakljuĉak da dvofazni tok ne pruņa oĉekivani efekat, jer je porast fluksa suvińe mali u 
poreĊenju sa povećanjem od 270% koje izaziva primena statiĉkog meńaĉa. MeĊutim, 
primena dvofaznog toka moņe biti opravdana ukoliko se postigne smanjenje energije 
potrebne za postizanje takvog porasta vrednosti fluksa permeata u sistemu sa statiĉkim 
meńaĉem, na raĉun smanjenja pada pritiska duņ membrane. Iako sa povećanjem protoka 
vazduha vrednost fluksa permeata opada, kombinovanjem dvofaznog toka i statiĉkog 
meńaĉa potrebna energija se smanjuje za dva puta u odnosu na sluĉaj jednofaznog toka. 
Pored toga, na osnovu rezultata se moņe zakljuĉiti da postoji kritiĉna vrednost protoka 
vazduha, preko koje dalje povećanje protoka vazduha ne doprinosi promeni utrońene 
energije. Rezultati ukazuju da istovremena primena ove dve tehnike moņe biti interesantna 
za membranske procese u kojima se već koristi injektovanje gasa, kao ńto su aerobni 
membranski bioreaktori. 
3.6.3. PROCEDURE ĈIŠĆENJA MEMBRANE NAKON PROCESA 
MEMBRANSKE FILTRACIJE 
Zaprljane membrane se obiĉno ĉiste primenom CIP (Cleaning-In-Place) procedura. Ove 
procedure zahtevaju manje vremena nego COP (Cleaning-Out-of-Place) procedure, a 
takoĊe mnogi proizvoĊaĉi membrana preporuĉuju CIP protokole za ĉińćenje svojih 
membrana. One mogu, ali i ne moraju, da ukljuĉuju primenu eksternih hemikalija. Na primer, 
tehnike koje se mogu koristiti ukljuĉuju periodiĉno obrtanje smera proticanja (da bi se 
spreĉilo zaĉepljavanje ulaza modula ĉesticama), periodiĉno povratno ispiranje membrane 
obrnutim proticanjem permeata (ńto moņe biti efikasno za uklanjanje povrńinskih neĉistoća 
sa membrane) i periodiĉno smanjenje pritiska napojne smeńe, pri ĉemu se odrņava veliki 
protok (ńto pomaņe kontroli rasta sloja gela). Tubularne membrane velikog preĉnika mogu 
se ĉistiti mehaniĉki primenom sunĊera. 
Reńenja za ĉińćenje su obiĉno povezana sa neńto manjim pritiskom u odnosu na pritisak koji 
se primenjuje tokom filtracije kako bi se spreĉilo prodiranje neĉistoća u membranu. Ne 
postoji a priori pravilo kojim se predviĊa koja tehnika ĉińćenja bi bila najuspeńnija u svakom 
pojedinaĉnom sluĉaju (Williams i Wakeman, 2002).  
Dostupna su takoĊe i odgovarajuća sredstva za ĉińćenje. Neke informacije o tipovima 
sredstava za ĉińćenje su date u tabeli 3.5. Izbor sredstva za ĉińćenje nije odreĊen samo 
tipom neĉistoća, već i kompatibilnońću membrane sa odabranim sredstvom na datoj 
temperaturi ĉińćenja. Mnoga sredstva za ĉińćenje imaju privremeni negativni uticaj na 
zadrņavanje odreĊene komponente napojne smeńe od strane membrane, osim traņenog 
efekta povećanja fluksa permeata. Smanjeno zadrņavanje moņe se pripisati bubrenju 
membrane tokom kontakta sa sredstvom za ĉińćenje; bubrenje polisulfonskih membrana je 
objavljeno prilikom korińćenja Ultrasil-10 sredstva za ĉińćenje (Jonsson i Johansen, 1989).  
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Tabela 3.5. Primeri sredstava za ĉińćenje membrana i njihova primena (Williams i 
Wakeman, 2002) 
Sredstvo za ĉišćenje Tipiĉne neĉistoće 
Mineralne kiseline, natrijum heksametafosfat, poliakrilati, 
etilendiamintetrasirćetna kiselina (EDTA - 
Ethylenediaminetetraacetic acid) 
Precipitati soli, mineralni skalanti 
Sredstva na bazi natrijum hidroksida, sa ili bez hipohlorita Rastvorljive masti, proteini 
Enzimska sredstva na bazi proteaza, amilaza i glukanaza 
Koriste se u specifiĉnim sluĉajevima 
pri odgovarajućoj vrednosti pH 
3.6.4. IZDVAJANJE BIOMASE BAKTERIJA RODA Bacillus PRIMENOM 
MIKROFILTRACIJE 
Nagata i sar. (1989) su ispitivali mikrofiltraciju mikroorganizma Bacillus polymyxa ATCC 
12321 kultivisanog na hranljivoj podlozi koja je sadrņala pepton i mineralne soli primenom 
keramiĉke membrane (preĉnika pora 0,2 μm) i polipropilenske membrane (preĉnika pora 0,8 
μm) pri malim vrednostima protoka napojne smeńe (Re < 4000), kao i primenom membrane 
od nerĊajućeg ĉelika (preĉnika pora 0,2 μm) pri velikim vrednostima protoka napojne smeńe 
(Re > 2·104). U zavisnosti od Rejnoldsovog broja, smanjenje vrednosti fluksa permeata 
iznosilo je 54,6-67,5% za keramiĉku membranu i 66,2-80,5% za polipropilensku membranu, 
dok je za membranu od nerĊajućeg ĉelika pri vrednosti Rejnoldsovog broja od 25000 
smanjenje fluksa permeata iznosilo 73,3%. 
Tanaka i sar. (1994) su ispitivali mikrofiltraciju suspenzija ćelija mikroorganizama Bacillus 
subtilis IFO 3009, Bacillus brevis IFO 3321 i Bacillus cereus IFO 13494 u fiziolońkom 
rastvoru, pri ĉemu su ovi mikroorganizmi prethodno kultivisani primenom hranljive podloge 
koja je sadrņala ekstrakt kvasca, pepton, NaCl i glukozu, a biomasa mikroorganizama je od 
ostatka kultivacione teĉnosti odvojena centrifugiranjem. Unakrsna mikrofiltracija je izvedena 
primenom celuloza-acetatne mebrane sa proseĉnim dimenzijama preĉnika pora od 0,45 μm. 
Pod definisanim ekspeimentalnim uslovima i pri koncentraciji ćelija od 5 kg/m3 vrednosti 
fluksa permeata nakon 15 minuta procesa mikrofiltracije iznosile su 8·10-6 m/s, 0.5·10-5 m/s i 
1·10-5 m/s za Bacillus subtilis IFO 3009, Bacillus brevis IFO 3321 i Bacillus cereus IFO 
13494, redom. Promena operativnih uslova prilikom mikrofiltracije suspenzije koja sadrņi 
ćelije Bacillus subtilis IFO 3009, odnosno primenom ńest puta veće vrednosti protoka 
napojne smeńe i ĉetiri puta veće vrednosti transmembranskog pritiska, dovela je do 
povećanja vrednosti fluksa permeata za 32% i 19%, redom, ukazujući na veći uticaj 
povećanja protoka napojne smeńe na fluks permeata u poreĊenju sa uticajem povećanja 
transmembranskog pritiska. Sa druge strane, primena suspenzije sa deset puta većom 
koncentracijom ćelija dovela je smanjenja vrednosti fluksa permeata za 70%.  
Tanaka i sar. (1996) su istraņivali uticaj povratnog ispiranja, odnosno primene periodiĉnog 
povratnog toka permeata (1,2 ml tokom 5 s) na fluks permeata tokom mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti mikroorganizma Bacillus subtilis IFO 3009, pri ĉemu je koncentracija 
ćelija iznosila 9-10 kg/m3. U ovom sitraņivanju korińćena je ista membrana i hranljiva 
podloga kao i u istraņivanju koje su sproveli Tanaka i sar. (1994). Rezultati su pokazali da 
duņina perioda izmeĊu povratnih ispiranja ima znaĉajan uticaj na vrednost fluksa permeata 
nakon 15 minuta mikrofiltracije. Produņenje vremena izmeĊu povratnih ispiranja na 20 s, 50 
s i 230 s dovela je do povećanja vrednosti fluksa permeata za 280%, 360% i 140%, redom, 
ukazujući na ograniĉen uticaj ovog parametra na povećanje vrednosti fluksa permeata. 
Guerra i sar. (1997) su filtrirali pasterizovano obrano mleko sa ciljem uklanjanja spora 
mikroorganizma Bacillus cereus NRRL 569 primenom keramiĉke membrane proseĉnog 
preĉnika pora od 1 μm. Istraņivaĉi su primenili tehniku povratnog ńok ispiranja: protok 
permeata je pod pritiskom menjao smer tokom veoma kratkih vremenskih intervala (kraćih 
od 1 s) frekvencijom u opsegu 0.2-1 1/s, sa ciljem povećanja vrednosti fluksa permeata. 
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Rezultati su pokazali da je primena ove tehnike dovela do povećanja vrednosti fluksa 
permeata u stacionarnom stanju za 70%. 
Aspelund i sar. (2008) su prouĉavali uticaj cik-cak statiĉkog meńaĉa (duņine 65 mm i ńirine 
1,6 mm) koji je korińćen kao promotor turbulencije i koji je bio postavljen unutar kanala 
membrane kroz koji protiĉe napojna smeńa tokom mikrofiltracije industrijske kultivacione 
teĉnosti mikroorganizma Bacillus subtilis, sa ciljem poreĊenja vrednosti fluksa permeata sa 
vrednońću koja se dobija primenom dead-end mikrofiltracije. Unakrsna mikrofiltracija je 
izvedena primenom polietarsulfonske ravne membrane sa proseĉnim dimenzijama preĉnika 
oko od 0.2 μm i specifiĉnom povrńinom od 140 cm2, dok je dead-end mikrofiltracija izvrńena 
primenom sistema za filtraciju sa membranom specifiĉne povrńine 13.4 cm2. Primećeno je 
znaĉajno povećanje vrednosti fluksa permeata tokom unakrsne mikrofiltracije u poreĊenju sa 
dead-end mikrofiltracijom: 310% pri prividnoj brzini proticanja napojne smeńe od 1,75 m/s i 
665% pri prividnoj brzini proticanja napojne smeńe od 2,4 m/s, ĉime je potvrĊen znaĉajan 
uticaj povećanja protoka napojne smeńe na povećanje fluksa permeata. 
Blanpain-Avet i sar. (2009) su filtrirali spore mikroorganizma Bacillus cereus CUETM 98/4 
suspendovane u fosfatnom puferu primenom tubularne keramiĉke membrane sa jednim 
kanalom i proseĉnim preĉnikom pora od 0,45 μm. Primenom iste membrane, Blanpain-Avet i 
sar. (2011) su filtrirali suspenziju istog sastava i primetili znaĉajne razlike u vrednostima 
fluksa permeata u stacionarnom stanju pod razliĉitim uslovima izvoĊenja procesa 
mikrofiltracije.  
Tomasula i sar. (2011) su filtrirali mleko sa ciljem uklanjanja spora mikroorganizma Bacillus 
anthracis (Sterne). TakoĊe su ispitivali uticaj preĉnika pora membrane na fluks permeata 
primenom dve membrane: multikanalne membrane sa 37 kanala (preĉnik kanala 3 mm, 
specifiĉna povrńina membrane 0.35 m2, duņina 1,020 m, preĉnik pora 0,8 μm) i multikanalne 
membrane sa 19 kanala (preĉnik kanala 4 mm, specifiĉna povrńina membrane 0.24 m2, 
duņina 1,020 m, preĉnik pora 1,4 μm). Veće vrednosti fluksa permeata u stacionarnom 
stanju, pod definisanim operativnim uslovima mikrofiltracije, dobijene su primenom 
membrane sa preĉnikom pora od 0,8 μm. 
Mukhopadhyay i sar. (2011) su filtrirali komercijalno nepasterizovano teĉno belance jajeta 
inokulisano mikroorganizmom Bacillus anthracis primenom keramiĉke membrane sa 19 
kanala i tehnike povratnog pulsiranja za poboljńanje fluksa permeata. Povratno pulsiranje 
podrazumeva obrnuti tok permeata u membranski modul sa ciljem pokretanja filtracione 
pogaĉe sa povrńine membrane i korińćeno je svaki put kada je primećeno znaĉajno 
opadanje vrednosti fluksa permeata. Osim toga, ispitani su i razliĉiti tretmani belanca jajeta, 
ukljuĉujući promenu vrednosti pH (u opsegu 6-9) i zagrevanje u opsegu temperatura 25-
40°C. Veće vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju dobijene su primenom vińe 
temperature (40°C) za predtretman napojne smeńe, kao i napojne smeńe ĉija je vrednost pH 
podeńena na 6. 
Hwang i Wang (2012) su filtrirali suspenziju komercijalnog praha koji sadrņi ćelije 
mikroorganizma Bacillus subtilis (koncentracije 6 g/l) i kultivacionu teĉnost dobijenu 
kultivacijom istog mikroorganizma primenom hranljive podloge koja je sadrņala ekstrakt 
kvasca, tripton i NaCl. Dead-end mikrofiltracija sa ciljem izdvajanja ćelija i ekstracelularnih 
polimera izvrńena je primenom membrane napravljene od poliviniliden fluorida, sa proseĉnim 
dimenzijama preĉnika pora od 0,22 μm. Cilj istraņivanja bio je utvrĊivanje uticaja 
transmembranskog pritiska na otpor proticanju tokom mikrofiltracije. Nakon toga, Hwang i 
Tsai (2014) su ispitivali uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja napojne 
smeńe tokom unakrsne filtracije kultivacione teĉnosti istog mikroorganizma dobijene 
primenom hranljive podloge ĉiji je sastav definisan u prethodno navedenom istraņivanju, kao 
i iste membrane za mikrofiltraciju. Rezultati ovog istraņivanja su pokazali da povećanje 
vrednosti transmembranskog pritiska sa 20 kPa na 120 kPa rezultuje povećanjem vrednosti 
fluksa permeata od 40%. Sa druge strane, povećanje prividne brzine proticanja napojne 
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smeńe sa 0,1 m/s na 0,3 m/s rezultovalo je povećanjem vrednosti fluksa permeata za 110%, 
ĉime su joń jednom potvrĊeni rezultati istraņivanja koje su sproveli Tanaka i sar. (1994). 
Chang i Lee (2012) su ispitivali uticaj materijala membrane na proces mikrofiltracije 
mikroorganizma Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki 130-1 (Btk 130-1). Membrane su bile 
napravljene od celuloze, celuloza acetata i polietarsulfona, sa proseĉnim preĉnicima pora od 
1,0 μm, 0,8 μm i 0,45 μm. Pońto je primena membrane od celuloza acetata rezultovala 
najvećom vrednońću fluksa permeata u stacionarnom stanju, ova membrana je dalje 
korińćena sa ciljem istraņivanja procesa mikrofiltracije pod razliĉitim operativnim uslovima, 
pri ĉemu su najveće vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju dobijene primenom 
membrane sa proseĉnim preĉnikom pora od 0,8 μm. 
Bechervaise i sar. (2016) su filtrirali spore mikroorganizma Bacillus mycoides suspendovane 
u rastvoru koji sadrņi 15% (w/v) gum arabike primenom tubularne keramiĉke sa proseĉnim 
preĉnikom pora od 0,8 μm. Rezultati ovog istraņivanja su pokazali da je tokom deset ciklusa 
prljanja i ĉińćenja membrane relativno smanjenje vrednosti fluksa permeata bilo u opsegu 
94-99%. 
Marzban i sar. (2016) su primenjivali membrane napravljene od celuloza acetata (sa 
proseĉnim preĉnikom pora od 0,22 μm) i poliviniliden fluorida (sa istom vrednońću 
proseĉnok preĉnika pora) prilikom unakrsne mikrofiltracije komercijalne kultivacione teĉnosti 
mikroorganizma Bacillus thuringiensis pod razliĉitim uslovima u pogledu vrednosti 
transmembranskog pritiska i protoka napojne smeńe. Najveće vrednosti fluksa permeata 
nakon 20 minuta mikrofiltracije dobijene su pri vrednostima transmembranskog pritiska od 
2,07 bar i protoka napojne smeńe od 120 l/h, pri ĉemu su bolji rezultati postignuti primenom 
membrane napravljene od poliviniliden fluorida. 
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4. МАТЕRIЈАL I МЕТОDЕ 
4.1. MIKROORGANIZMI 
4.1.1. SKRINING POTENCIJALNIH PROIZVODNIH MIKROORGANIZAMA 
Potencijalni proizvodni mikroorganizmi za suzbijanje fitopatogenih izolata roda Xanthomonas 
ispitani u ovom delu istraņivanja bili su: Bacillus subtilis ATCC 6633 (M 1), Bacillus cereus 
ATCC 10876 (M 2), tri izolata roda Bacillus izolovana iz mladog sira (M 3, M 4, M 5), 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (M 6), Pseudomonas aeruginosa soj izolovan iz 
vode (M 7), Pseudomonas putida izolovan iz okruņenja (M 8), tri izolata roda Lactobacillus 
izolovana iz okruņenja (M 9, M 10, M 11), Streptomyces hygroscopicus soj izolovan iz 
zemljińta (M 12), Saccharomyces cerevisiae (M 13) i Trichoderma reesei QM 9414 (M 14).  
4.1.2. PROIZVODNI MIKRORGANIZAM 
Kао prоizvоdni mikrооrgаnizаm u еkspеrimеntаlnоm dеlu оvе dоktоrskе disеrtаciје, izuzev 
faze skrininga potencijalnih proizvodnih mikroorganizama, kоrińćеn је izоlаt Bacillus sp., 
izolovan iz mladog sira. Molekularna identifikacija ovog mikroorganizma pokazala je da u 
pitanju vrsta Bacillus velezensis.  
Prvi korak u molekularnoj identifikaciji proizvodnog mikroorganizma predstavlja izolaciju 
genomske DNK iz ćelije proizvodnog mikroorganizma. Proizvodni mikroorganizam je 
kultivisan na temperaturi 30°C tokom 96 h uz eksterno meńanje (150 o/min) i spontanu 
aeraciju primenom teĉne sintetiĉke hranljive podloge tripton soja bujon (20 ml, Difco, Detroit, 
Miĉigen, SAD). Ćelije proizvodnog mikroorganizma su odvojene od teĉnog dela kultivacione 
teĉnosti primenom centrifugiranja (5000 o/min, 15 min), nakon ĉega su resuspendovane u 
10 ml rastvora za liziranje, koji se sastoji od 0,3 M saharoze, 25 mM EDTA i 25 mM Tris-HCl 
vrednosti pH 7,5, i koji sadrņi 2 U RNaze A, u sterilnoj Falkon tubi zapremine 50 ml (Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, Nju Dņerzi, SAD). Suspenziji bakterijskih ćelija je dodato 10 mg 
lizozima (do postizanja koncentracije lizozima 1 mg/ml), nakon ĉega je vrńena inkubacija na 
temperaturi 37°C tokom 30 min. Nakon toga je dodat 1 ml natrijum dodecil sulfata (SDS – 
Sodium Dodecyl Sulphate, 10% (w/v)) i 5 mg proteinaze K (Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, 
SAD) uz dalju inkubaciju na 55°C tokom 1,5 h uz povremeno okretanje epruvete sa 
uzorkom. Nakon dodatka 3,6 ml rastvora NaCl (5 M) i 15 ml hloroforma, uzorak je inkubiran 
tokom 20 min na temperaturi 25°C uz ĉeste inverzije. Posle meńanja, izvrńeno je 
centrifugiranje uzorka (5000 o/min, 15 min), a gornja teĉna faza koja sadrņi DNK je preneta 
u ĉistu tubu. Precipitacija DNK je izvrńena dodatkom jednake zapremine izopropanola 
zapremini prenete teĉne faze, nakon ĉega je precipitirana DNK namotana na vrh zatopljene 
Pasterove pipete i prebaĉena u tubu za mikrocentrifugu (Eppendorf, Hamburg, Nemaĉka). 
Nakon toga je DNK isprana primenom 1 ml rastvora etanola (70% v/v). Posle suńenja na 
vazduhu i uklanjanja etanola, DNK je resuspendovana u minimalnoj zapremini pufera koji 
sadrņi 10 mM Tris-HCl, vrednosti pH 7,4, i 10 mM EDTA, koji je prethodno zagrejan na 
temperaturu 60°C (Nikodinovic i sar., 2003). 
Nakon izolacije genomske DNK, ista je iskorińćena za amplifikaciju sekvence gena za 16S 
rRNK primenom univerzalnih bakterijskih prajmera 27f (5‟-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3‟) 
i 1492r (5‟-GGTTACCTTGTTACGACTT-3‟) (Reysenbach i sar., 1994). PCR (Polymerase 
Chain Reaction – lanĉana reakcija polimeraze) amplifikacija je izvrńena primenom ureĊaja 
2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Masaĉusets, 
SAD) i komercijalnog kita FASTA Gene TAQ PCR kit (New England Biolabs, Ipswich, 
Masaĉusets, SAD) prema uputstvu proizvoĊaĉa. Produkti PCR reakcije su preĉińćeni 
primenom komercijalnog kita QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Hilden, Nemaĉka). 
Sekvenciranje je izvrńeno primenom komercijalnog kita BigDye™ Terminator v3.1 Cycle 
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Sequencing Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Masaĉusets, SAD) 
i ureĊaja 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Masaĉusets, SAD). Sekvenca gena za 16s rRNA je preklopljena primenom Lasergene 
SeqMan Pro softvera (DNASTAR, Madison, Viskonsin, SAD) i identifikovana primenom 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programa preko NCBI servera (National Center 
for Biotechnology Information) (Altschul i sar., 1997). Dobijena sekvenca je korińćena za 
pronalaņenje sliĉnih sekvenci u Gen Bank bazi podataka 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Na osnovu BLAST analize, sekvence najsliĉnije 
dobijenoj sekvenci su odabrane za kreiranje filogenetskog stabla primenom softvera MEGA 
7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, Penn State University, State College, 
Pensilvanija, SAD) (Kumar i sar., 2016). Prilikom konstrukcije filogenetskog stabla korińćena 
je Maximum Likelihood metoda sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja. Osim toga, za 
konstrukciju filogenetskog stabla uzeta je i sekvenca 16s rRNK Streptomyces coelicolor NR 
112305.1 kao outgroup mikroorganizma. 
4.1.3. TEST MIKROORGANIZMI 
U okviru faza istraņivanja koje su se odnosile na skrining potencijalnih proizvodnih 
mikroorganizama i odabir optimalnog izvora ugljenika i organskog izvora azota za 
proizvodnju biokontrolnih agenasa kao test mikroorganizmi korińćeni su sledeći fitopatogeni 
izolati: Xanthomonas campestris sojevi (kupus, xp 3-1, xp 7-2, 12-2, Mn 7-2) izolovani sa 
kupusa, Xanthomonas campestris soj izolovan sa kelja, Xanthomonas campestris soj 
izolovan sa karfiola, i Xanthomonas euvesicatoria sojevi (PAP LIST 1, PAP LIST 2, PAP 
LIST 3, PAP LIST 4, PAP LIST 5) izolovani sa lista paprike. Xanthomonas euvesicatoria 
sojevi identifikovani su primenom metode lanĉane reakcije polimeraze (PCR) sa ciljem 
sekvenciranja gena za 16S rRNA (Grahovac i sar., 2016). 
U ostalim fazama istraņivanja u okviru ove doktorske disertacije, izuzev testiranja 
antimikrobne aktivnosti proizvedenih biokontrolnih agenasa in planta, kao test 
mikroorganizmi korińćeni su sledeći fitopatogeni izolati: Xanthomonas campestris Mn 7-2, 
izolovan sa kupusa, i dva soja izolovana sa lista paprike, Xanthomonas euvesicatoria PAP 
LIST 1 i Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2. 
Uzimajući u obzir da je testiranje antimikrobne aktivnosti proizvedenih biokontrolnih agenasa 
in planta vrńeno na sadnicama paprike, kao test mikroorganizmi u ovoj eksperimentalnoj fazi 
korińćeni su fitopatogeni izolati izolovani sa lista paprike: Xanthomonas euvesicatoria PAP 
LIST 1 i Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2. 
Prilikom ispitivanja ńireg spektra antimikrobnog delovanja odabranog proizvodnog 
mikroorganizma, kao test mikroorganizmi korińćeni su sledeći fitopatogeni: tri izolata vrste 
Fusarium avenaceum (TAB12, KA13, JGS3²) i jedan izolat vrste Fusarium graminearum 
(TAB10²), kao i tri izolata vrste Colletotrichum acutatum (314, 107 i KA 7), koji su deo trajne 
kolekcije mikrobiolońkih kultura Laboratorije za detekciju patogena ńtetoĉina i korova na 
Poljoprivrednom fakultetu u Novom Sadu. Izolati su poreklom iz plodova jabuke koji su 
uzorkovani u periodu od 2012. do 2016. godine na teritoriji AP Vojvodine. 
4.1.4. ĈUVANJE MIKROORGANIZAMA 
Potencijalni proizvodni mikroorganizmi (poglavlje 4.1.1.) ĉuvaju se na poluĉvrstim hranljivim 
podlogama odgovarajućeg sastava (tabele 4.2., 4.3., 4.4.), koje sadrņe 20 g/l agara, na 
temperaturi 4°C u zbirci kultura Laboratorije za biohemijsko inņenjerstvo Tehnolońkog 
fakulteta Novi Sad.  
Proizvodni mikroorganizam Bacillus velezensis ĉuva se na poluĉvrstoj sintetiĉkoj podlozi 
hranljivi agar (HiMedia, Nashik, Indija), na temperaturi 4°C u zbirci kultura Laboratorije za 
biohemijsko inņenjerstvo Tehnolońkog fakulteta Novi Sad.  
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Test mikroorganizmi koji pripadaju rodu Xanthomonas ĉuvaju se na poluĉvrstoj hranljivoj 
podlozi YMA (Yeast Maltose Agar, tabela 4.1.), na temperaturi 4°C u zbirci kultura 
Laboratorije za biohemijsko inņenjerstvo Tehnolońkog fakulteta Novi Sad. 
Tabela 4.1. Sastav hranljive podloge YMA 
Komponenta Koliĉina (g/l) 
glukoza 15 
ekstrakt kvasca 3 
Maltex® 3 
pepton 5 
agar 20 
destilovana voda ostatak do 1 l 
pH 7,0±0,2 (podeńavanje primenom 1 M H2SO4 i 1 M NaOH) 
 
Test mikroorganizmi koji pripadaju rodovima Fusarium i Colletotrichum ĉuvaju se na 
poluĉvrstoj sintetiĉkog podlozi SMA (Sabouraud Maltose Agar, HiMedia, Nashik, Indija), na 
temperaturi 4°C u zbirci kultura Laboratorije za detekciju patogena ńtetoĉina i korova na 
Poljoprivrednom fakultetu u Novom Sadu. 
4.1.5. OSVEŢAVANJE MIKROORGANIZAMA 
Potencijalni proizvodni mikroorganizmi osveņeni su presejavanjem na poluĉvrste hranljive 
podloge odgovarajućeg sastava (tabele 4.2., 4.3., 4.4.), koje su sadrņale 20 g/l agara, i 
inkubacijom na temperaturi 28°C u toku 48 h, izuzev izolata roda Pseudomonas, koji su 
inkubirani na temperaturi 37°C. 
Proizvodni mikroorganizam Bacillus velezensis osveņen je presejavanjem na poluĉvrstu 
sintetiĉku podlogu hranljivi agar (HiMedia, Nashik, Indija) i inkubacijom na 28°C u toku 48 h. 
Radne kulture test mikroorganizama roda Xanthomonas pripremljene su presejavanjem 
fitopatogenih izolata na poluĉvrstu hranljivu podlogu YMA (tabela 4.1.) i inkubacijom na 
temperaturi 26°C tokom 48 h.  
Radne kulture test mikroorganizama rodova Fusarium i Colletotrichum pripremljene su 
presejavanjem fitopatogenih izolata na poluĉvrstu hranljivu podlogu PDA (Potato Dextrose 
Agar – krompir dekstrozni agar), koja sadrņi 4 g/l ekstrakta krompira, 20 g/l dekstroze i 20 g/l 
agara, i inkubacijom na temperaturi 25°C, u mraku, tokom sedam dana.  
4.2. HRANLJIVE PODLOGE 
U zavisnosti od faze eksperimentalnog istraņivanja, u okviru ove doktorske disertacije 
korińćene su razliĉite hranljive podloge (poluĉvrste i teĉne, sintetiĉke i polusintetiĉke) 
odgovarajućeg sastava. Vrednost pH polusintetiĉkih podloga podeńavana je okviru zadatih 
vrednosti primenom odgovarajućih kiselina i baza. Kod poluĉvrstih polusintetiĉkih podloga 
vrednost pH podeńavana je pre dodatka agara i njegovog rastvaranja kuvanjem na 
temperaturi 100°C u toku 35 min, nakon ĉega sledi sterilizacija hranljive podloge, dok je kod 
teĉnih polusintetiĉkih podloga vrednost pH podeńavana neposredno pre sterilizacije. 
Sterilizacija svih hranljivih podloga vrńena je autoklaviranjem na temperaturi 121°C i pritisku 
2,1 bar u toku 20 min.  
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4.2.1. HRANLJIVE PODLOGE ZA PRIPREMU INOKULUMA 
U svim eksperimentalnim fazama u okviru ove doktorske disertacije za pripremu inokuluma 
korińćena je teĉna sintetiĉka hranljiva podloga – hranljivi bujon (HiMedia, Nashik, Indija). 
4.2.2. HRANLJIVE PODLOGE ZA KULTIVACIJU 
4.2.2.1. Eksperimentalna faza skrininga potencijalnih proizvodnih 
mikroorganizama 
Za kultivaciju potencijalnih proizvodnih mikroorganizama korińćene su teĉne hranljive 
podloge prikazane u tabelama 4.2., 4.3. i 4.4.  
Tabela 4.2. Hranljive podloge korińćene za kultivaciju u fazi skrininga potencijalnih 
proizvodnih mikroorganizama  
Rod Izolati Tip hranljive podloge Hranljiva podloga 
Bacillus M 1, M 2, M 3, M 4, M 5 sintetiĉka 
hranljivi bujon (HiMedia, 
Nashik, Indija) 
Pseudomonas M 6, M 7, M 8 sintetiĉka 
hranljivi bujon (HiMedia, 
Nashik, Indija) 
Lactobacillus M 9, M 10, M 11 sintetiĉka 
MRS (de Man, Rogosa and 
Sharpe) bujon (HiMedia, 
Nashik, Indija) 
Trichoderma 
reesei 
M 14 sintetiĉka 
SM (Sabouraud maltose) 
bujon (HiMedia, Nashik, 
Indija) 
Streptomyces 
hygroscopicus 
M 12 polusintetiĉka Tabela 4.3. 
Saccharomyces 
cerevisiae 
M 13 polusintetiĉka Tabela 4.4. 
Tabela 4.3. Sastav polusintetiĉke teĉne hranljive podloge za kultivaciju izolata Streptomyces 
hygroscopicus (M 12) 
Komponenta Koliĉina (g/l) 
glukoza 5 
obezmańćeno sojino brańno 10 
(NH4)2HPO4 0,5 
K2HPO4 1 
CaCO3 3 
NaCl 3 
MgSO4 0,5 
destilovana voda ostatak do 1 l 
pH 7,2±0,1 (podeńavanje primenom 1 M H2SO4 i 1 M NaOH) 
 
Tabela 4.4. Sastav polusintetiĉke teĉne hranljive podloge za kultivaciju izolata 
Saccharomyces cerevisiae (M 13) 
Komponenta Koliĉina (g/l) 
glukoza 2 
Maltex® 14 
pepton 0,1 
ĉesmenska voda ostatak do 1 l 
pH 7,0±0,2 (podeńavanje primenom 1 M H2SO4 i 1 M NaOH) 
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4.2.2.2. Eksperimentalna faza odabira optimalnog izvora ugljenika i 
organskog izvora azota za proizvodnju biokontrolnih agenasa 
Kultivacija proizvodnog mikroorganizma u ovoj fazi istraņivanja vrńena je primenom teĉnih 
polusintetiĉkih hranljivih podloga, koje su sadrņale razliĉite kombinacije izvora ugljenika 
(glukoza, saharoza, laktoza, skrob i glicerol) i organskog izvora azota (ekstrakt kvasca, 
pepton, sojino brańno, L-glutaminska kiselina i urea). Sastav teĉnih polusintetiĉkih hranljivih 
podloga korińćenih za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma dat je u tabeli 4.5.  
Tabela 4.5. Sastav hranljivih podloga za kultivaciju u fazi odabira optimalnog izvora ugljenika 
i organskog izvora azota za proizvodnju biokontrolnih agenasa 
Komponenta Koliĉina (g/l) 
izvor ugljenika 15 
organski izvor azota 3 
(NH4)2SO4 1,5 
K2HPO4 3 
MgSO4·7H2O 0,3 
destilovana voda ostatak do 1 l 
pH 7,0±0,2 (podeńavanje primenom 1 M H2SO4 i 1 M NaOH) 
 
4.2.2.3. Eksperimentalna faza modelovanja i optimizacije sastava hranljive 
podloge na bazi komercijalnog i sirovog glicerola 
Za dobijanje eksperimentalnih podataka potrebnih za modelovanje i optimizaciju sastava 
hranljivih podloga na bazi komercijalnog i sirovog glicerola glicerola za kultivaciju 
proizvodnog mikroorganizma primenjen je Boks-Benkenov (Box-Behnken) redukovani 
eksperimentalni dizajn sa 4 nezavisne promenljive varirane na 3 nivoa i sa 3 ponavljanja u 
centralnoj taĉki. Nezavisne promenljive i njihove varirane vrednosti bile su: inicijalna 
koncentracija glicerola (10-35-60 g/l), inicijalna koncentracija ekstrakta kvasca (0-2,5-5 g/l), 
inicijalna koncentracija (NH4)2SO4 (0-1,5-3 g/l) i inicijalna koncentracija K2HPO4 (1-5,5-10 g/l) 
(tabela 4.6.). Prema definisanom eskperimentalnom planu pripremljene su teĉne 
polusintetiĉke hranljive podloge koje su korińćene za kultivaciju proizvodnog 
mikroorganizma. Osim komponenata navedenih u eksperimentalnom planu, svaka hranljiva 
podloga sadrņala je i 0,3 g/l MgSO4∙7H2O.  
Sirovi glicerol korińćen u eksperimentima iz okvira ove doktorske disertacije dobijen je iz 
proizvodnje biodizela, gde su kao sirovine korińćeni otpadna ulja i masti, od kompanije 
BIODIZEL CO d.o.o. (Beograd, Srbija). TakoĊe, prilikom pripreme hranljivih podloga uzeto je 
u obzir da sirovi glicerol sadrņi 60% (w/w) glicerola (tabela 5.10., poglavlje 5.6.), dok ostatak 
ĉine neĉistoće, stoga su hranljive podloge pripremljene tako da finalna koncentracija 
glicerola u hranljivim podlogama odgovara zadatim vrednostima iz eksperimentalnog plana. 
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Tabela 4.6. Eksperimentalni plan u fazi modelovanja i optimizacije sastava hranljivih podloga 
na bazi komercijalnog i sirovog glicerola za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma: 
nezavisne promenljive i njihovi nivoi 
Redni broj 
eksperimenta 
Glicerol (g/l) Ekstrakt kvasca (g/l) (NH4)2SO4 (g/l) K2HPO4 (g/l) 
1 10 0 1,5 5,5 
2 60 0 1,5 5,5 
3 10 5 1,5 5,5 
4 60 5 1,5 5,5 
5 35 2,5 0 1 
6 35 2,5 3 1 
7 35 2,5 0 10 
8 35 2,5 3 10 
9 10 2,5 1,5 1 
10 60 2,5 1,5 1 
11 10 2,5 1,5 10 
12 60 2,5 1,5 10 
13 35 0 0 5,5 
14 35 5 0 5,5 
15 35 0 3 5,5 
16 35 5 3 5,5 
17 10 2,5 0 5,5 
18 60 2,5 0 5,5 
19 10 2,5 3 5,5 
20 60 2,5 3 5,5 
21 35 0 1,5 1 
22 35 5 1,5 1 
23 35 0 1,5 10 
24 35 5 1,5 10 
25 35 2,5 1,5 5,5 
26 35 2,5 1,5 5,5 
27 35 2,5 1,5 5,5 
28 10 0 1,5 5,5 
29 60 0 1,5 5,5 
30 10 5 1,5 5,5 
pH 7,0±0,2 (podeńavanje primenom 1 M H2SO4 i 1 M NaOH) 
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4.2.2.4. Eksperimentalna faza validacije optimizovanog sastava hranljive 
podloge na bazi komercijalnog glicerola 
U ovoj fazi istraņivanja za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama i 
laboratorijskom bioreaktoru korińćena je hranljiva podloga prethodno optimizovanog sastava 
(poglavlje 5.4.2.) na bazi komercijalnog glicerola (tabela 4.7.). 
Tabela 4.7. Optimizovan sastav hranljive podloge na bazi komercijalnog glicerola  
Komponenta Koliĉina (g/l) 
Komercijalni glicerol 10,00 
Ekstrakt kvasca 2,83 
(NH4)2SO4 3,00 
K2HPO4 1,07 
MgSO4·7H2O 0,30 
destilovana voda ostatak do 1 l 
pH 7,0±0,2 (podeńavanje primenom 1 M H2SO4 i 1 M NaOH) 
 
4.2.2.5. Eksperimentalna faza validacije optimizovanog sastava hranljive 
podloge na bazi sirovog glicerola 
U ovoj fazi istraņivanja za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama i 
laboratorijskom bioreaktoru korińćena je hranljiva podloga prethodno optimizovanog sastava 
(poglavlje 5.6.2.) na bazi sirovog glicerola (tabela 4.8.). 
Tabela 4.8. Optimizovan sastav hranljive podloge na bazi sirovog glicerola  
Komponenta Koliĉina (g/l) 
Glicerol 10,00 
K2HPO4 4,66 
MgSO4·7H2O 0,30 
destilovana voda ostatak do 1 l 
pH 7,0±0,2 (podeńavanje primenom 1 M H2SO4 i 1 M NaOH) 
 
4.2.2.6. Eksperimentalna faza mikrofiltracije kultivacione teĉnosti 
proizvodnog mikroorganizma 
Za pripremu kultivacione teĉnosti koja je korińćena u toku procesa mikrofiltracije korińćena je 
hranljiva podloga optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola (tabela 4.7.).  
4.2.2.7. Eksperimentalna faza testiranja antimikrobne aktivnosti 
kultivacione teĉnosti in vitro 
U fazi testiranja antimikrobne aktivnosti in vitro za pripremu suspenzija test mikroorganizama 
korińćen je sterilan fizolońki rastvor (0,9% (w/v) NaCl u destilovanoj vodi). 
Za testiranje antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacionih teĉnosti in vitro korińćena je 
poluĉvrsta hranljiva podloga optimalnog sastava za podsticanje rasta fitopatogenih izolata 
roda Xanthomonas – YMA (tabela 4.1.). 
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4.2.2.8. Eksperimentalna faza testiranja antimikrobne aktivnosti 
kultivacione teĉnosti in planta 
Za pripremu kultivacione teĉnosti koja je korińćena za testiranje antimikrobne aktivnosti in 
planta korińćene su hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola 
(tabela 4.7.) i sirovog glicerola (tabela 4.8.).  
U fazi testiranja antimikrobne aktivnosti in planta za pripremu suspenzija test 
mikroorganizama korińćen je sterilan fizolońki rastvor (0,9% (w/w) NaCl u destilovanoj vodi).  
4.2.2.9. Eksperimentalna faza ispitivanja šireg spektra antimikrobnog 
delovanja proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis 
Tokom faze ispitivanja ńireg spektra antimikrobnog delovanja za pripremu kultivacione 
teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis korińćena je hranljiva podloga 
optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola (tabela 4.7.). 
U eksperimentalnoj fazi in vitro testiranja antimikrobne aktivnosti kultivacione teĉnosti 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis korińćena je poluĉvrsta hranljiva podloga 
PDA (Potato Dextrose Agar) (poglavlje 4.1.5.). 
4.3. PRIPREMA INOKULUMA I INOKULACIJA 
U svim eksperimentalnim faza u okviru ove doktorske disertacije u kojima je kao proizvodni 
mikroorganizam korińćen Bacillus velezensis inokulum je pripremljen na isti naĉin. Priprema 
inokuluma sastojala se iz dve faze. Prva faza podrazumevala je prenońenje biomase 
prethodno osveņenog proizvodnog mikroorganizma u erlenmajer zapremine 100 ml koji je 
sadrņao teĉnu hranljivu podlogu (hranljivi bujon, 50 ml) i inkubaciju na temperaturi 28°C na 
laboratorijskoj tresilici (KS 4000i control, IKA® Werke, Staufen, Nemaĉka) uz eksterno 
meńanje (150 o/min) i spontanu aeraciju tokom 24 h. Druga faza podrazumevala je 
prenońenje inokuluma iz prve faze u erlenmajer zapremine 500 ml koji je sadrņao 150 ml 
teĉne hranljive podloge (hranljivi bujon) i inkubaciju pod identiĉnim uslovima kao u prvoj fazi. 
Inokulacija hranljivih podloga za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezenis 
izvrńena je dodavanjem 10% (v/v) inokuluma u odnosu na zapreminu hranljive podloge u 
fazi kultivacije. 
Inokulacija hranljivih podloga za kultivaciju potencijalnih proizvodnih mikroorganizama u fazi 
skrininga izvrńena je direktnim prenońenjem biomase prethodno osveņenih mikroorganizama 
u erlenmajere sa pripremljenim hranljivim podlogama za kultivaciju.  
4.4. PROCESNI USLOVI 
U razliĉitim fazama istraņivanja u okviru ove doktorske disertacije kultivacije potencijalnih 
proizvodnih mikroorganizama (u fazi skrininga) i proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis vrńene su u razliĉitim razmerama i pod razliĉitim procesnim uslovima, koji su 
sumirani u tabeli 4.9.  
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Tabela 4.9. Procesni uslovi tokom kultivacije mikroorganizama u razliĉitim fazama 
istraņivanja 
Faza istraţivanja 
Temperatura 
(°C) 
Tip mešanja 
Brzina 
mešanja 
(o/min) 
Tip aeracije 
Brzina 
aeracije 
(vvm) 
Trajanje 
bioprocesa 
(h) 
Razmera 
Zapremina 
hranljive 
podloge (ml) 
Skrining 
potencijalnih 
proizvodnih 
mikroorganizama 
30 
Eksterno 
150 
Spontana 96 
Erlenmajer 
tikvica 
50 
Odabir optimalnog 
izvora ugljenika i 
organskog izvora 
azota 
28 
Eksterno 
150 
Spontana 96 
Erlenmajer 
tikivca 
50 
Modelovanje i 
optimizacija 
sastava hranljivih 
podloga na bazi 
komercijalnog i 
sirovog glicerola 
28 
Eksterno 
150 
Spontana 96 
Erlenmajer 
tikvica 
50 
Validacija 
optimizovanog 
sastava hranljivih 
podloga – Vulfove 
boce 
28 
Eksterno 
150 
Interna 
0,75 
96 
Vulfove boce 
1300 
Validacija 
optimizovanog 
sastava hranljivih 
podloga – 
laboratorijski 
bioreaktor 
28 
Interno 
250 
Interna 
1 
96 
Laboratorijski 
bioreaktor 
2000 
Priprema 
kultivacione 
teĉnosti za proces 
mikrofiltracije 
28 
Eksterno 
150 
Interna 
0,75 
96 
Vulfove boce 
1300 
Priprema 
kultivacione 
teĉnosti za 
testiranje 
antimikrobne 
aktivnosti in planta 
28 
Interno 
250 
Interna 
1 
96 
Laboratorijski 
bioreaktor 
2000 
Priprema 
kultivacione 
teĉnosti za 
ispitivanje ńireg 
spektra 
antimikrobnog 
delovanja 
28 
Interno 
250 
Interna 
1 
96 
Laboratorijski 
bioreaktor 
2000 
 
Prilikom kultivacije u Erlenmajer tikvicama, zapremina tikvice u kojoj se vrńi kultivacija bila je 
tri puta veća u odnosu na zapreminu hranljive podloge primenjene za kultivaciju. Kultivacije 
u Erlenmajer tikvicama izvedene su uz eksterno meńanje na laboratorijskoj tresilici (KS 
4000i control, IKA® Werke, Staufen, Nemaĉka) i spontanu aeraciju. 
Ukupna zapremina Vulfovih boca koje su korińćene kao sudovi za kultivaciju iznosila je 2 l, 
dok je zapremina hranljive podloge primenjene za kultivaciju iznosila 2/3 ukupne zapremine 
Vulfove boce. Tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama na svakih 
12 sati uzimani su uzorci kultivacione teĉnosti sa ciljem odreĊivanja sadrņaja biomase 
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proizvodnog mikroorganizma, rezidualnih koncentracija nutrijenata (glicerola, ukupnog azota 
i ukupnog fosfora) i testiranja antimikrobne aktivnosti protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas. 
U fazi pripreme kultivacione teĉnosti za proces mikrofiltracije, zbog potrebe za velikom 
zapreminom kultivacione teĉnosti, kultivacija je vrńena u istovremeno u ĉetiri Vulfove boce, 
nakon ĉega su dobijene kultivacione teĉnosti spojene u napojnu smeńu koja je korińćena u 
procesu mikrofiltracije. 
Kultivacija proizvodnog mikroorganizma takoĊe je vrńena u laboratorijskom bioreaktoru 
ukupne zapremine 3 l (Biostat® Aplus, Sartorius AG, Göttingen, Nemaĉka), pri ĉemu je 
zapremina hranljive podloge primenjene za kultivaciju iznosila 2/3 u odnosu na ukupnu 
zapreminu bioreaktora. Interno meńanje kultivacione teĉnosti vrńeno je pomoću meńalice sa 
dve paralelno postavljene Ruńtonove turbine, u staklenom sudu bez odbojnika, dok je 
aeracija vrńena vazduhom sterilisanim pomoću filtera zadatom brzinom izraņeno u 
jedinicama vvm (volume of air/volume of liquid/min – zapremina vazduha/zapremina 
teĉnosti/min). Odnos preĉnika meńaĉa i preĉnika suda (d/Di) iznosi 0,38. U toku kultivacije 
praćena je vrednost pH kultivacione teĉnosti pomoću pH elektrode (Easyferm plus K8 200, 
Hamilton, Gräfelfing, Nemaĉka). Tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma u 
laboratorijskom bioreaktoru na svakih 12 sati uzimani su uzorci kultivacione teĉnosti sa 
ciljem odreĊivanja sadrņaja biomase proizvodnog mikroorganizma, rezidualnih koncentracija 
nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora) i testiranja antimikrobne aktivnosti 
protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. 
4.5. ANALITIĈKE METODE 
4.5.1. ODREĐIVANJE SADRŢAJA BIOMASE 
Optiĉka gustina uzoraka kultivacionih teĉnosti i suspenzija test mikroorganizama odreĊena 
je spektrofotometrijski merenjem apsorbance na talasnoj duņini 600 nm primenom 
dvozraĉnog spektrofotometra (UV-1800 UV-Vis Spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto, 
Japan). Kao slepe probe za merenje optiĉke gustine uzoraka kultivacione teĉnosti korińćene 
su hranljive podloge primenjene tokom kultivacije, dok je kao slepa proba za merenje optiĉke 
gustine suspenzija test mikroorganizama korińćen sterilan fiziolońki rastvor. Prilikom 
eksperimenata testiranja antimikrobne aktivnosti in vitro i in planta suspenzije test 
mikroorganizama napravljene su tako da vrednost optiĉke gustine suspenzija iznosi 0,3. 
Sadrņaj suve materije biomase proizvodnog mikroorganizma iz uzoraka kultivacionih 
teĉnosti odreĊen je modifikovanom gravimetrijskom metodom. Nakon centrifugiranja 20 ml 
uzorka (10000 o/min, 20 min; Rotina 380R, Hettich, Tuttlingen, Nemaĉka), talog biomase je 
resuspendovan u 10 ml destilovane vode radi kvantitativnog prenońenja na sahatno staklo, 
nakon ĉega je suńen na temperaturi 105°C do postizanja konstantne mase.  
4.5.2. ODREĐIVANJE REZIDUALNIH KONCENTRACIJA NUTRIJENATA 
Rezidualni sadrņaji nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora) odreĊeni su iz 
supernatanta dobijenog centrifugiranjem 20 ml kultivacione teĉnosti (10000 o/min, 10 min; 
Rotina 380R, Hettich, Tuttlingen, Nemaĉka). 
Sadrņaj glicerola odreĊen je HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) instrumentalnom 
metodom. Supernatanti kultivacione teĉnosti su pre analize propuńteni kroz najlonske filtere 
preĉnika pora 0,2 μm (Agilent Technologies, Waldbronn, Nemaĉka). HPLC ureĊaj (Dionex 
UltiMate 3000 series, Thermo Fischer Scientific, Waltham, Masaĉusets, SAD) opremljen je 
pumpom (HPG-3200SD/RS), autosemplerom (WPS-3000(T)SL) i refraktometrijskim 
detektorom (ERC RefractoMax520, Riemerling, Nemaĉka). Primenjena je kolona ZORBAX 
NH2 (250 mm x 4,6 mm, 5 μm, Agilent Technologies, Waldbronn, Nemaĉka). Kao mobilna 
faza korińćena je smeńa acetonitrila i bidestilovane vode u odnosu 70:30 (v/v), a protok 
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mobilne faze iznosio je 1 ml/min. Zapremina injektovanog uzorka iznosila je 10 μl, vreme 
elucije uzorka bilo je podeńeno na 15 min, a temperatura kolone odrņavana je na 30±1°C. 
Sadrņaj ukupnog azota odreĊen je metodom po Kjeldalu (Kjeldahl) (Herlich, 1990). 
Sadrņaj ukupnog fosfora odreĊen je spektrofotometrijskom metodom (Gales i sar., 1966). 
4.5.3. TESTIRANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI IN VITRO 
Ispitivanje antimikrobne aktivnosti uzoraka vrńeno je disk-difuzionom metodom (Bauer i sar., 
1966). Za testiranje antimikrobne aktivnosti disk-difuzionom metodom protiv fitopatogenih 
izolata roda Xanthomonas korińćeni su uzorci dobijenih kultivacionih teĉnosti, dok su u 
eksperimentalnoj fazi skrininga potencijalnih proizvodnih mikroorganizama korińćeni i uzorci 
filtrata kultivacione teĉnosti dobijenih nakon filtriranja kultivacionih teĉnosti kroz filtere 
preĉnika pora 0,22 μm (Agilent Technologies, Waldbronn, Nemaĉka). Osim toga, u 
eksperimentalnoj fazi skrininga potencijalnih proizvodnih mikroorganizama testirana je i 
antimikrobna aktivnost komercijalnih antibiogram diskova sa streptomicinom (30 μg) (Torlak, 
Beograd, Srbija) (K). U svim eksperimentima je kao negativna kontrola korińćena sterilna 
destilovana voda. 
Suspenzije test mikroorganizama roda Xanthomonas koje su korińćene za testiranje 
antimikrobne aktivnosti pripremljene su suspendovanjem biomase prethodno osveņenih test 
mikroorganizama u sterilnom fiziolońkom rastvoru do postizanja koncentracije ćelija 108 
CFU/ml. Otopljene i temperirane (50±1°C) hranljive podloge za testiranje antimikrobne 
aktivnosti (YMA) zasejane su prenońenjem po 1 ml suspenzija test mikroorganizama. Nakon 
homogenizacije na vorteksu, zasejane hranljive podloge izlivene su u sterilnu Petri ploĉu. Po 
oĉvrńćavanju hranljivih podloga, na svaku hranljivu podlogu postavljeno je po tri sterilna 
papirna diska za testiranje antimikrobne aktivnosti (HiMedia, Nashik, Indija). Zapremina 
uzorka za testiranje antimikrobne aktivnosti iznosila je 15 μl po jednom disku. Inkubacija je 
vrńena tokom 72 h na temperaturi 26°C, nakon ĉega je vrńeno merenje  preĉnika dobijenih 
zona inhibicije.  
4.5.4. IDENTIFIKACIJA ANTIMIKROBNIH JEDINJENJA 
Identifikacija antimikrobnih jedinjenja koja sintetińe proizvodni mikroorganizam Bacillus 
velezensis izvrńena je primenom supernatanta kultivacione teĉnosti dobijene kultivacijom 
proizvodnog mikroorganizma u laboratorijskom bioreaktoru (poglavlje 4.4) primenom 
hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola. Za analizu 
supernatanta kultivacione teĉnosti primenjena je visoko efikasna teĉna hromatografija 
kuplovana sa masenom spektrometrijom (HPLC-MS – High Pressure Liqiuid 
Chromatography-Mass Spectrometry). HPLC sistem (Nexera, Shimadzu, Tokyo, Japan) 
kuplovan je sa masenim spektrometrom (LCMS-8040, Shimadzu, Tokyo, Japan) sa izvorom 
elekrosprej jonizacije (ESI – ElectroSpray Ionization). Karakteristike HPLC kolone (XDB-
C18, Agilent, Santa Clara, Kalifornija, SAD) bile su sledeće: duņina 100 mm, unutrańnji 
preĉnik 4,6 mm, preĉnik ĉestica punjenja 3 μM. Analiza je vreńna pri temperaturi kolone od 
40°C. Kao mobilna faza korińćen je rastvor amonijum acetata (5 mmol/l) koji je sadrņao 0,1% 
(v/v) mravlje kiseline (A) i metanol (B). Elucija sa linearnim gradijentom vrńena je na sledeći 
naĉin: A:B=90:10 tokom 1. minuta, povećavanje protoka faze B na 90% izmeĊu 1. i 7. 
minuta, A:B=10:90 od 7. do 12. minuta, smanjivanje protoka faze B na 10% izmeĊu 12 i 13,5 
minuta, A:B=90:10 do 16. minuta. Protok mobilne faze iznosio je 0,5 ml/min. Prilikom 
detekcije korińćeni su i pozitivni i negativni mod jonizacije. Tehniĉki parametri merenja 
primenom masenog spektrometra bili su sledeći: napon sprej kapilare 3 kV, napon detektora 
2,04 kV, napon komore pod atmosferskim pritiskom (interfejsa) 4,5 kV, temperatura 
desolvacije 250°C, temperatura grejnog bloka 450°C, protok gasa korińćenog za 
rasprńivanje 3 ml/min, protok gasa korińćenog za suńenje 15 ml/min. Signal u pogledu 
vrednosti m/z je detektovan u vremenskim razmacima od 0,2 s. 
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4.6. UNAPREĐENJE PROCESA UNAKRSNE (CROSS-FLOW) 
MIKROFILTRACIJE KULTIVACIONIH TEĈNOSTI 
PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA  
UnapreĊenja procesa unakrsne mikrofiltracije u okviru istraņivanja obuhvaćenih ovom 
doktorskom disertacijom podrazumevala su primenu razliĉitih hidrodinamiĉkih metoda za 
povećanje fluksa permeata – primenu statiĉkog promotora turbulencije (Kenics statiĉkog 
meńaĉa), uduvavanje vazduha u tok napojne smeńe i primenu kombinacije Kenics statiĉkog 
meńaĉa i uduvavanja vazduha u tok napojne smeńe. Ispitan je uticaj razliĉitih procesnih 
parametara (protoka napojne smeńe, transmembranskog pritiska, prisustva/odsustva Kenics 
statiĉkog meńaĉa i protoka vazduha) na tok unakrsne mikrofiltracije kultivacionih teĉnosti 
dobijenih kultivacijom proizvodnog mikroorganizma primenom podloge na bazi 
komercijalnog glicerola. U toku svih eksperimenata mikrofiltracije korińćena je tubularna Pall 
keramiĉka membrana sa jednim kanalom (Pall Corporation, Port Washington, Njujork, SAD) 
nominalnog preĉnika pora 200 nm, duņine 250 mm, unutrańnjeg preĉnika 7 mm, spoljańnjeg 
preĉnika 10 mm i specifiĉne povrńine 0,00462 m2. Za sve eksperimente mikrofiltracije 
korińćena je aparatura prikazana na slici 4.1. Svi eksperimenti mikrofiltracije su izvedeni na 
temperaturi 25°C. 
 
Slika 4.1. Ńematski prikaz aparature korińćene za eksperimente mikrofiltracije 
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Protok napojne smeńe iz rezervoara za napojnu smeńu kroz membranski modul u kome je 
smeńtena keramiĉka membrana obezbeĊen je pomoću peristaltiĉke pumpe. Promena 
protoka napojne smeńe vrńena je pomoću prekidaĉa na peristaltiĉkoj pumpi. TakoĊe, protok 
napojne smeńe bio je unakrsan u odnosu na povrńinu membrane. Permeat se, nakon 
prolaska kroz membranu, kontinualno sakuplja i odvodi iz membranskog modula. Nakon 
prikupljanja definisane zapremine permeata sa ciljem merenja fluksa u menzuri, permeat se 
vraća u sud sa napojnom smeńom radi obezbeĊivanja konstantnog sastava napojne smeńe. 
Retentat se takoĊe recirkulińe u sud sa napojnom smeńom. Vrednosti pritiska pre i posle 
membrane oĉitavane su pomoću manometara, a srednja vrednost ove dve vrednosti 
predstavlja transmembranski pritisak, koji se regulińe otvaranjem i zatvaranjem ventila iza 
membranskog modula. Protok vazduha  je meren i regulisan pomoću elektronskog masenog 
meraĉa i regulatora protoka (EL FLOW® F 201AV, Bronkhorst, Ruurlo, Holandija)). 
Fluks stacionarnog stanja (JP, l/(m
2∙h)), koji predstavlja protok permeata (QP, l/h) po jedinici 
povrńine membrane (A, m2), izraĉunat je kao srednja vrednost poslednjih 10 merenja u toku 
filtracije (jednaĉina 4.1). Protok permeata izraņen je kao vreme potrebno da se prikupi 10 ml 
permeata.  
   
  
 
                                                                 (4.1.) 
Nakon svakog eksperimenta mikrofiltracije membrana je ĉińćena prema sledećem protokolu: 
 ispiranje destilovanom vodom (25°C) protokom 120 l/h pri transmembranskom 
pritisku 0 bar tokom 15 min; 
 pranje membrane rastvorom deterdņenta (50°C, 1% (w/v), P3-ultrasil® 110, 
Lenntech, Delfgauw, Holandija) protokom 120 l/h: 15 min pri transmembranskom 
pritisku 0 bar i 15 min pri transmembranskom pritisku 1 bar uz uklanjanje permeata; 
 ispiranje toplom destilovanom vodom (50°C) protokom 120 l/h tokom 15 min pri 
transmembranskom pritisku 1 bar uz uklanjanje permeata; 
 ispiranje destilovanom vodom (25°C) protokom 120 l/h pri transmembranskom 
pritisku 0 bar tokom 15 min. 
Efikasnost ĉińćenja membrane nakon svakog pranja odreĊena je merenjem fluksa ĉiste 
vode, ĉija bi vrednost trebala da bude pribliņno ista nakon svakog pranja membrane. 
4.6.1. UNAKRSNA MIKROFILTRACIJA KULTIVACIONE TEĈNOSTI 
PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA SA I BEZ PRISUSTVA 
STATIĈKOG MEŠAĈA 
U ovoj fazi istraņivanja izvrńena su dva seta eksperimenata prema istom eksperimentalnom 
planu: unakrsna mikrofiltracija bez prisustva statiĉkog meńaĉa i unakrsna mikrofiltracija uz 
prisustvo Kenics statiĉkog meńaĉa. Kenics statiĉki meńaĉ izraĊen je od nerĊajućeg ĉelika i 
sastoji se od 30 helikoidnih elemenata preĉnika 6 mm, dok ukupna duņina meńaĉa iznosi 
250 mm (slika 4.2.).  
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Slika 4.2. Kenics statiĉki meńaĉ 
 
U oba seta eksperimenata praćen je uticaj dve nezavisne promenljive – protoka napojne 
smeńe (60-120-180 l/h) i transmembranskog pritiska (0,2-0,6-1 bar) (tabela 4.10.) na zavisnu 
promenljivu – fluks stacionarnog stanja. Osim toga, prilikom mikrofiltracije kultivacione 
teĉnosti proizvodnog mikroorganizma uz prisustvo statiĉkog meńaĉa, pored fluksa permeata 
u stacionarnom stanju praćena su joń dva odziva - relativno povećanje fluksa permeata (FI 
(%), jednaĉina 4.2.) i smanjenje specifiĉne potrońnje energije (ER (%), jednaĉina 4.5.), ĉija 
vrednost se raĉuna pomoću vrednosti gubitka hidrauliĉke snage usled otpora proticanju 
napojne smeńe (P (W), jednaĉina 4.3.) i vrednosti specifiĉne potrońnje energije (ES 
(kW∙h/m3), jednaĉina 4.4.) (Jokić i sar., 2010): 
   
          
     
                                                         (4.2.) 
                                                                    (4.3.) 
   
 
    
                                                                (4.4.) 
   
        
    
                                                      (4.5.) 
gde JP, NSM predstavlja fluks permeata prilikom mikrofiltracije bez statiĉkog meńaĉa (l/(m
2∙h)), 
JP, SM fluks permeata prilikom mikrofiltracije uz prisustvo statiĉkog meńaĉa (l/(m
2∙h)), QL 
protok napojne smeńe (m3/s), ΔP pad pritiska (Pa), A povrńinu membrane (m2), ENSM 
specifiĉnu potrońnju energije prilikom mikrofiltracije bez statiĉkog meńaĉa (kW∙h/m3) i ESM 
specifiĉnu potrońnju energije prilikom mikrofiltracije uz prisustvo statiĉkog meńaĉa 
(kW∙h/m3). 
Vrednosti protoka napojne smeńe pri mikrofiltraciji kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma bez prisustva statiĉkog meńaĉa odgovaraju vrednostima prividne brzine 
proticanja napojne smeńe od 0,43 m/s, 0,86 m/s i 1,30 m/s, redom, sa Rejnoldsovim 
brojevima (Re) 1990, 3980 i 5971, redom, ĉime su obuhvaćeni laminarni, prelazni i 
turbulentni reņim proticanja. Prilikom mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma uz prisustvo statiĉkog meńaĉa, vrednosti prividne brzine proticanja napojne 
smeńe su veće za oko 20% i iznose 0,53 m/s, 1,06 m/s i 1,59 m/s, redom, zahvaljujući 
manjem popreĉnom preseku kanala membrane usled prisustva statiĉkog meńaĉa. Ovim 
vrednostima pr brzine proticanja odgovaraju vrednosti Rejnoldsovog broja 2433, 4866 i 
7300, redom.  
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Tabela 4.10. Eksperimentalni plan u fazi unakrsne mikrofiltracije kultivacionih teĉnosti sa i 
bez prisustva statiĉkog meńaĉa: nezavisne promenljive i njihovi nivoi 
Redni broj 
eksperimenta 
Transmembranski pritisak (bar) Protok napojne smeše (l/h) 
1 0,2 60 
2 0,2 120 
3 0,2 180 
4 0,6 60 
5 0,6 120 
6 0,6 180 
7 1 60 
8 1 120 
9 1 180 
 
4.6.2. UNAKRSNA MIKROFILTRACIJA KULTIVACIONE TEĈNOSTI 
PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA UZ UDUVAVANJE VAZDUHA U 
TOK NAPOJNE SMEŠE, SA I BEZ PRISUSTVA STATIĈKOG MEŠAĈA 
U ovoj fazi istraņivanja izvrńena su dva seta eksperimenata prema istom eksperimentalnom 
planu: unakrsna mikrofiltracija uz uduvavanje vazduha u tok napojne smeńe bez prisustva 
statiĉkog meńaĉa i unakrsna mikrofiltracija uz uduvavanje vazduha u tok napojne smeńe uz 
prisustvo Kenics® statiĉkog meńaĉa. U oba seta eksperimenata praćen je uticaj tri 
nezavisne promenljive – prividne brzine proticanja napojne smeńe VL, transmembranskog 
pritiska (0,2-0,6-1 bar) i prividne brzine proticanja vazduha VG (tabele 4.11. i 4.12) na 
odabrane zavisne promenljive – fluks pseudostacionarnog stanja i specifiĉnu potrońnju 
energije (E), prema Boks-Benkenovom eksperimentalnom planu (33 – tri faktora varirana na 
tri nivoa, uz tri ponavljanja u centralnoj taĉki). U eksperimentima mikrofiltracije sa 
uduvavanjem vazduha i bez prisustva statiĉkog meńaĉa vrednosti prividne brzine proticanja 
napojne smeńe iznosile su 0,43 m/s, 0,87 m/s i 1,30 m/s), dok su vrednosti prividne brzine 
proticanja vazduha iznosile 0 m/s, 0,2 m/s i 0,4 m/s (tabela 4.11.). Sa druge strane, prilikom 
izvoĊenja eksperimenata mikrofiltracije uz uduvavanje vazduha i uz prisustvo statiĉkog 
meńaĉa vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe iznosile su 0,53 m/s, 1,06 m/s i 
1,59 m/s), dok su vrednosti prividne brzine proticanja vazduha iznosile 0 m/s, 0,23 m/s i 0,46 
m/s (tabela 4.12.), zahvaljujući manjem popreĉnom preseku kanala membrane usled 
prisustva statiĉkog meńaĉa. Specifiĉna potrońnja energije E (kW∙h/m3) raĉunata je prema 
jednaĉini 4.6.:  
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                                      (4.6.) 
gde QL predstavlja protok napojne smeńe (m
3/h), QG,D protok vazduha pri vrednosti pritiska 
na izlazu iz membranskog modula (m3/h), PS pritisak ispred membranskog modula (Pa), PD 
pritisak iza membranskog modula (Pa), γ specifiĉni odnos toplote za vazduh (vrednosti 1,4), 
JP fluks permeata (l/(m
2∙h)) i A povrńinu membrane (m2). 
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Tabela 4.11. Eksperimentalni plan u fazi unakrsne mikrofiltracije kultivacionih teĉnosti uz 
uduvavanje vazduha u tok napojne smeńe bez prisustva statiĉkog meńaĉa: nezavisne 
promenljive i njihovi nivoi 
Redni broj 
eksperimenta 
Transmembranski 
pritisak (bar) 
Prividna brzina 
proticanja napojne 
smeše VL (m/s) 
Prividna brzina 
proticanja vazduha 
VG (m/s) 
1 0,2 0,43 0,2 
2 1 0,43 0,2 
3 0,2 1,30 0,2 
4 1 1,30 0,2 
5 0,2 0,87 0 
6 1 0,87 0 
7 0,2 0,87 0,4 
8 1 0,87 0,4 
9 0,6 0,43 0 
10 0,6 1,30 0 
11 0,6 0,43 0,4 
12 0,6 1,30 0,4 
13 0,6 0,87 0,2 
14 0,6 0,87 0,2 
15 0,6 0,87 0,2 
 
Tabela 4.12. Eksperimentalni plan u fazi unakrsne mikrofiltracije kultivacionih teĉnosti uz 
uduvavanje vazduha u tok napojne smeńe uz prisustvo statiĉkog meńaĉa: nezavisne 
promenljive i njihovi nivoi 
Redni broj 
eksperimenta 
Transmembranski 
pritisak (bar) 
Prividna brzina 
proticanja napojne 
smeše VL (m/s) 
Prividna brzina 
proticanja vazduha 
VG (m/s) 
1 0,2 0,53 0,23 
2 1 0,53 0,23 
3 0,2 1,59 0,23 
4 1 1,59 0,23 
5 0,2 1,06 0 
6 1 1,06 0 
7 0,2 1,06 0,46 
8 1 1,06 0,46 
9 0,6 0,53 0 
10 0,6 1,59 0 
11 0,6 0,53 0,46 
12 0,6 1,59 0,46 
13 0,6 1,06 0,23 
14 0,6 1,06 0,23 
15 0,6 1,06 0,23 
 
4.7. TESTIRANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI 
KULTIVACIONIH TEĈNOSTI PROIZVODNOG 
MIKROORGANIZMA IN PLANTA 
Za in planta testiranje antimikrobne aktivnosti kultivacionih teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma korińćene su sadnice paprike sorte Blankina dobijene od kompanije Grow 
rasad d.o.o. (Irig, Srbija), koja se bavi proizvodnjom sadnica razliĉitih biljnih vrsta. Sadnice 
su imale po 11 pravih listova u momentu izvoĊenja eksperimenta. 
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Kao test mikroorganizmi u ovoj fazi istraņivanja primenjeni su fitopatogeni izolati izolovani sa 
lista paprike: Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 1 i Xanthomonas euvesicatoria PAP 
LIST 2. 
Proizvodnja kultivacionih teĉnosti proizvodnog mikroorganizma vrńena je primenom 
hranljivih podloga optimizovanog sastava na bazi komercijalnog i sirovog glicerola, pod 
uslovima definisanim u tabeli 4.9. Testiranje antimikrobne aktivnosti vrńeno je prema 
eksperimentalnom planu datom u tabeli 4.13.  
Tabela 4.13. Eksperimentalni plan u fazi in planta testiranja antimikrobne aktivnosti 
kultivacionih teĉnosti proizvodnog mikroorganizma 
Tip 
Izolat Xanthomonas 
euvesicatoria 
Tretman Oznaka 
Broj 
ponavljanja 
Neinokulisana 
netretirana kontrola 
- - 1 dve sadnice 
Inokulisana 
netretirana kontrola 
PAP LIST 1 - 2a dve sadnice 
Inokulisana 
netretirana kontrola 
PAP LIST 2 - 2b dve sadnice 
Inokulisana tretirana 
sadnica 
PAP LIST 1 
kultivaciona teĉnost na 
bazi komercijalnog 
glicerola 
3a dve sadnice 
Inokulisana tretirana 
sadnica 
PAP LIST 2 
kultivaciona teĉnost na 
bazi komercijalnog 
glicerola 
3b dve sadnice 
Inokulisana tretirana 
sadnica 
PAP LIST 1 
kultivaciona teĉnost na 
bazi sirovog glicerola 
4a dve sadnice 
Inokulisana tretirana 
sadnica 
PAP LIST 2 
kultivaciona teĉnost na 
bazi sirovog glicerola 
4b dve sadnice 
 
Tretman sadnica izvrńen je potapanjem sadnica u kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma na bazi komercijalnog i sirovog glicerola 24 ĉasa pre inokulacije sadnica 
fitopatogenim izolatima (preventivni tretman). Inokulacija sadnica fitopatogenim izolatima 
izvrńena je primenom sterilnog ńprica zapremine 5 ml pomoću koga je izvrńeno nanońenje 
suspenzije fitopatogenih izolata na petom i ńestom pravom listu sadnica, na prostoru izmeĊu 
lisnih nerava. Sadnice su inkubirane odvojeno (prema eksperimentalnom planu) u prozirnim 
plastiĉnim kutijama na sobnoj temperaturi (25°C) tokom pet nedelja uz prisustvo sunĉeve 
svetlosti i svakodnevno zalivanje i praćenje razvoja simptoma bakteriozne pegavosti. Nakon 
pet nedelja, oĉitani su rezultati i izraņeni kao procenat listova sa simptomima bakteriozne 
pegavosti i pokrivenost povrńine listova nekrozom kao posledicom dejstva fitopatogena.  
4.8. TESTIRANJE ŠIREG SPEKTRA ANTIMIKROBNE 
AKTIVNOSTI PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA Bacillus 
velezensis 
In vitro testiranje antimikrobne aktivnosti protiv fungalnih fitopatogena rodova Fusarium i 
Colletotrichum sprovedeno je metodom inkorporacije uzoraka kultivacione teĉnosti 
proizvodnog mikroorganizma u  hranljivu podlogu PDA. Kultivaciona teĉnost, dobijena po 
zavrńetku kultivacije proizvodnog mikroorganizma pod definisanim uslovima (tabela 4.9.) 
primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola (tabela 
4.7.), uneta je u prohlaĊenu hranljivu podlogu (50±1°C) do konaĉne koncentracije u hranljivoj 
podlozi od 1%, (B1%), 2% (B2%), 5% (B5%) i 10% (B10%). Hranljiva podloga i uzorak 
kultivacione teĉnosti su homogenizovani na magnetnoj meńalici, nakon ĉega je hranljiva 
podloga sa inkorporiranim agensom razlivena u Petri ploĉe. Po oĉvrńćavanju hranljive 
podloge, u centar Petri ploĉe su zasejani kruņni iseĉci micelijuma osveņenih fitopatogenih 
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gljiva (poglavlje 4.1.5.) preĉnika 3 mm. U kontrolnoj varijanti kultivaciona teĉnost nije 
inkorporirana u hranljivu podlogu zasejanu fitopatogenim izolatima. Svaka kombinacija 
razblaņenja uzorka kultivacione teĉnosti i fitopatogenih izolata ispitivana je u tri ponavljanja. 
Nakon inkubacije na 25°C tokom sedam dana, izvrńeno je merenje preĉnika micelijuma 
fitopatogenih izolata. 
Za in vivo testiranje ńireg spektra delovanja protiv fitopatogenih gljiva korińćena je 
kultivaciona teĉnost dobijena po zavrńetku kultivacije proizvodnog mikroorganizma pod 
definisanim uslovima (tabela 4.9.) primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na 
bazi komercijalnog glicerola (tabela 4.7.). Za potrebe ispitivanja antimikrobne aktivnosti 
uzoraka kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma protiv fitopatogena roda 
Colletotrichum in vivo izabrana su dva izolata vrste Colletotrichum acutatum (314 i 107) 
izraņenijih patogenih osobina na plodu jabuke. Kada je u pitanju in vivo testiranje 
antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma protiv 
fitopatogena roda Fusarium, testirana je antimikrobna aktivnost uzoraka kultivacione teĉnosti 
protiv fitopatogenog izolata Fusarium avenaceum TAB12. Prilikom in vivo testiranja 
kultivaciona teĉnost je razblaņena u sterilnoj destilovanoj vodi do koncentracija koje su 
ispoljile najizraņeniju antifungalnu aktivnost u ogledima in vitro, za sve testirane fitopatogene 
izolate. U ogledu su korińćeni plodovi jabuke sorti Greni Smit i Zlatni Delińes. Plodovi su 
povrńinski dezinfikovani, a zatim su na njima aseptiĉno napravljeni ujednaĉeni otvori - 
preĉnika 4 mm i dubine 3 mm. U svaki otvor je uneto po 10 µl uzorka kultivacione teĉnosti 
odgovarajućeg razblaņenja, a nakon 10 minuta unet je iseĉak micelijuma ispitivanih 
fitopatogenih izolata. Kao negativna kontrola korińćeni su netretirani plodovi jabuke 
inokulisani fitopatogenim izolatima. Nakon veńtaĉke inokulacije, plodovi su stavljeni u vlaņnu 
komoru na inkubaciju u trajanju od 14 dana. Oĉitavanja su vrńena nakon 14 dana, mernjem 
preĉnika i dubine razvijene nekroze na plodovima. Ogled je postavljen u tri ponavljanja za 
svaku sortu, fitopatogeni izolat i koncentraciju uzorka kultivacione teĉnosti. 
4.9. STATISTIĈKA OBRADA EKSPERIMENTALNIH PODATAKA 
4.9.1. STATISTIĈKA OBRADA EKSPERIMENTALNIH PODATAKA U FAZI 
SKRININGA POTENCIJALNIH PROIZVODNIH MIKROORGANIZAMA I 
ODABIRA OPTIMALNOG IZVORA UGLJENIKA I ORGANSKOG 
IZVORA AZOTA ZA PROIZVODNJU BIOKONTROLNIH AGENASA  
Testiranje hipoteze o homogenosti varijansi izvrńeno je primenom Levenovog  testa 
(Levene’s Test), pri ĉemu ne bi trebalo da postoji statistiĉki znaĉajna razlika izmeĊu varijansi 
testiranih parametara (p>0,05). Nakon potvrde hipoteze o homogenosti varijansi, izvrńena je 
jednofaktorijalna analiza varijanse (One-Way ANOVA), kao i post-hoc testiranje primenom 
Dankanovog testa vińestrukih poreĊenja (Duncan’s Multiple Range Test). Na taj naĉin su 
utvrĊene homogene grupe srednjih vrednosti i nivoi znaĉajnosti ispitivanih parametara. Sve 
statistiĉke analize izvrńene su pri nivou znaĉajnosti od 0,05 primenom softverskog paketa 
Statistica 13.1 (Dell Inc., Round Rock, Teksas, SAD). Srednje vrednosti i standardne 
devijacije ispitivanih parametara izraĉunate su primenom softverskog paketa Microsoft Office 
Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, Vańington, SAD).  
4.9.2. STATISTIĈKA OBRADA EKSPERIMENTALNIH PODATAKA U FAZI 
MODELOVANJA SASTAVA HRANLJIVIH PODLOGA NA BAZI 
KOMERCIJALNOG I SIROVOG GLICEROLA  
Modelovanje eksperimentalnih podataka u ovoj fazi istraņivanja izvrńeno je primenom 
metodologije odzivne povrńine (RSM – Response Surface Methodology). Dobijeni 
eksperimentalni podaci fitovani su polinomima drugog reda (jednaĉina 4.7.) sa ciljem 
dobijanja modela koji opisuju uticaj ĉetiri nezavisne promenljive (inicijalna koncentracija 
glicerola – X1, inicijalna koncentracija ekstrakta kvasca – X2, inicijalna koncentracija 
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(NH4)2SO4 – X3 i inicijalna koncentracija K2HPO4 – X4) na zavisne promenljive (preĉnik zona 
inhibicije – Y1, rezidualna koncentracija glicerola – Y2, rezidualna koncentracija ukupnog 
azota – Y3 i rezidualna koncentracija ukupnog fosfora – Y4). U datoj jednaĉini b0 predstavlja 
odseĉak, b1, b2, b3 i b4 linearne koeficijente, b12, b13, b14, b23, b24 i b34 koeficijente interakcije, 
a b11, b22, b33 i b44 kvadratne koeficijente regresionog modela. Modelovanje je izvrńeno 
zasebno za eksperimentalne podatke dobijene kultivacijom prozvodnog mikroorganizma 
primenom hranljivih podloga na bazi komercijalnog i sirovog glicerola. 
                                                                 
             
       
       
       
                                     (4.7.) 
Statistiĉka znaĉajnost koeficijenata regresionih modela procenjena je primenom njihovih p-
vrednosti. TakoĊe je izvrńena analiza varijanse dobijenih modela, sa ciljem procene kvaliteta 
fitovanja eksperimentalnih podataka dobijenim matematiĉkim jednaĉinama (primenom 
koeficijenta determinacije, R2), kao i statistiĉke znaĉajnosti dobijenih modela primenom p-
vrednosti i F-vrednosti. Svi statistiĉki testovi vrńeni su pri nivou znaĉajnosti od 0,05 
primenom softverskog paketa Statistica 13.1 (Dell Inc., Round Rock, Teksas, SAD). Osim 
toga, radi detaljnijeg ispitivanja uticaja interakcije nezavisnih promenljivih na preĉnik zona 
inhibicije kao odziv koji neposredno ukazuje na stepen antimikrobne aktivnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis, primenom istog softverskog paketa konstruisane su i 
odzivne povrńine, odnosno grafiĉki prikazi uticaja dve nezavisne promenljive na jednu 
zavisnu promenljivu, pri ĉemu su vrednosti preostale dve nezavisne promenljive bile 
konstantne i uzimale su vrednosti iz centralne taĉke eksperimentalnog dizajna.  
4.9.3. STATISTIĈKA OBRADA EKSPERIMENTALNIH PODATAKA U FAZI 
OPTIMIZACIJE SASTAVA HRANLJIVIH PODLOGA NA BAZI 
KOMERCIJALNOG I SIROVOG GLICEROLA  
Nakon dobijanja matematiĉkih modela koji opisuju uticaj nezavisnih promenljivih (inicijalnih 
koncentracija glicerola, ekstrakta kvasca, (NH4)2SO4 i  K2HPO4) na zavisne promenljive 
(preĉnike zona inhibicije i rezidualne koncentracije osnovnih nutrijenata – glicerola, ukupnog 
azota i ukupnog fosfora), sledeći korak bila je optimizacija sastava hranljivih podloga na bazi 
komercijalnog i sirovog glicerola za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma, koja je izvrńena 
primenom metode ņeljene funkcije. Primena metoda ņeljene funkcije podrazumeva 
dodeljivanje teņinskih koeficijenata svakoj nezavisnoj i zavisnoj promenljivoj koja figurińe u 
matematiĉkom modelu, kao i postavljanje ciljeva optimizacije u smislu maksimizacije ili 
minimizacije odreĊene nezavisne ili zavisne promenljive, ili odrņavanje njene vrednosti u 
zadatom opsegu. Prilikom optimizacije sastava hranljivih podloga na bazi komercijalnog i 
sirovog glicerola svim zavisnim i nezavisnim promenljivim dodeljeni su isti teņinski 
koeficijenti, ĉime je osigurana podjednaka vaņnost svih ispitivanih promenljivih. U oba 
sluĉaja (prilikom optimizacije sastava hranljivih podloga na bazi komercijalnog i sirovog 
glicerola) izvrńena su dva seta optimizacije, gde je prvi set imao za cilj maksimizaciju 
preĉnika zona inhibicije, dok je drugi set pored tog cilja imao i dodatni cilj – minimizaciju 
rezidualnih koncentracija nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora). 
Optimizacija sastava hranljivih podloga na bazi komercijalnog i sirovog glicerola za 
kultivaciju proizvodnog mikroorganizma izvrńena je primenom softverskog paketa Design-
Expert 8.1 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, Minesota, SAD). 
4.9.4. STATISTIĈKA OBRADA EKSPERIMENTALNIH PODATAKA U FAZI 
UNAKRSNE MIKROFILTRACIJE KULTIVACIONE TEĈNOSTI 
PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA  
Modelovanje prikupljenih eksperimentalnih podataka u fazi istraņivanja koja se odnosi na 
eksperimente mikrofiltracije sa i bez prisustva Kenics statiĉkog meńaĉa izvrńeno je 
primenom metodologije odzivne povrńine nakon izvoĊenja eksperimenata mikrofiltracije 
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prema eksperimentalnom planu datom u tabeli 4.10. Kao nezavisne promenljive posmatrani 
su transmembranski pritisak i protok napojne smeńe. Prilikom mikrofiltracije kultivacione 
teĉnosti proizvodnog mikroorganizma bez prisustva statiĉkog meńaĉa modelovan je samo 
jedan odziv – fluks permeata u stacionarnom stanju. Sa druge strane, prilikom mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma uz prisustvo statiĉkog meńaĉa, pored 
fluksa permeata u stacionarnom stanju modelovana su joń dva odziva - relativno povećanje 
fluksa permeata (FI (%), jednaĉina 4.2.) i smanjenje specifiĉne potrońnje energije (ER (%), 
jednaĉina 4.5.). Dobijeni eksperimentalni podaci fitovani su polinomom drugog reda 
(jednaĉina 4.8.), gde b0 predstavlja odseĉak, b1 i b2 linearne koeficijente, b12 koeficijent 
interakcije, a b11 i b22 kvadratne koeficijente regresionog modela: 
                            
       
                              (4.8.) 
Kada su u pitanju eksperimenti mikrofiltracije uz uduvavanje vazduha u tok napojne smeńe 
sa i bez prisustva Kenics statiĉkog meńaĉa, kao nezavisne promenljive posmatrani su 
transmembranski pritisak, prividna brzina proticanja napojne smeńe (VL) i prividna brzina 
proticanja vazduha (VG) (tabela 4.11., 4.12.). U ovim eksperimentima modelovana su dva 
odziva - fluks permeata u stacionarnom stanju i specifiĉna potrońnja energije. Dobijeni 
podaci takoĊe su fitovani polinomom drugog reda (jednaĉina 4.9.), gde b0 predstavlja 
odseĉak, b1, b2 i b3 linearne koeficijente, b12, b13 i b23 koeficijente interakcije, a b11, b22 i b33 
kvadratne koeficijente regresionog modela: 
                                                 
       
       
   (4.9.) 
Kvalitet fitovanja eksperimentalnih podataka odabranim polinomskim jednaĉinama drugog 
reda procenjen je na osnovu koeficijenta determinacije, dok je statistiĉka znaĉajnost 
dobijenih modela procenjena na osnovu p-vrednosti. Statistiĉka znaĉajnost koeficijenata 
regresionih modela takoĊe je procenjena na osnovu p-vrednosti. 
Prilikom optimizacije uslova unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma uz prisustvo statiĉkog meńaĉa ciljevi optimizacije bili su maksimizacija 
fluksa permeata u stacionarnom stanju i maksimizacija smanjenja specifiĉne potrońnje 
energije. Sa druge strane, prilikom optimizacije uslova unakrsne mikrofiltracije uz 
uduvavanje vazduha u tok napojne smeńe sa i bez prisustva Kenics statiĉkog meńaĉa kao 
ciljevi optimizacije postavljeni su maksimizacija fluksa permeata u stacionarnom stanju i 
minimizacija specifiĉne potrońnje energije. Optimizacija je izvrńena primenom metode 
ņeljene funkcije u softverskom paketu Design-Expert 8.1 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, 
Minesota, SAD). 
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5. REZULTATI I DISKUSIJA 
5.1. SKRINING POTENCIJALNIH PROIZVODNIH 
MIKROORGANIZAMA 
Proizvodnja preparata za zańtitu bilja na bazi razliĉitih mikroorganizama i njihovih metabolita 
privlaĉi sve veću paņnju nauĉne i struĉne javnosti u poslednjoj deceniji. Pońto 
mikroorganizmi predstavljaju gotovo neiscrpan izvor razliĉitih bioaktivnih jedinjenja, ulaņu se 
znaĉajni napori u razvoj novih, efikasnijih preparata. Stoga se jedan deo istraņivanja iz 
okvira ove doktorske disertacije bavi ispitivanjem mogućnosti primene razliĉitih 
mikrobiolońkih agenasa za suzbijanje fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Sa ciljem 
odabira proizvodnog mikroorganizma koji pokazuje najizraņeniju antagonistiĉku aktivnost 
usmerenu ka mikrobiolońkim izazivaĉima crne truleņi kupusnjaĉa i bakteriozne pegavosti 
paradajza i paprike, kultivisano je ukupno 14 mikroorganizama iz grupe bakterija (Bacillus 
subtilis ATCC 6633 - M 1, Bacillus cereus ATCC 10876 - M 2, Bacillus amyloliquefaciens - M 
3, Bacillus sp. - M 4, Bacillus velezensis - M 5, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - M 
6, Pseudomonas aeruginosa - M 7, Pseudomonas putida - M 8, tri izolata roda Lactobacillus 
(M 9, M 10, M 11), Streptomyces hygroscopicus - M 12), kvasaca (Saccharomyces 
cerevisiae - M 13) i plesni (Trichoderma reesei QM 9414 - M 14) primenom teĉnih hranljivih 
podloga odgovarajućeg sastava za podsticanje rasta ovih mikroorganizama (poglavlje 
4.2.2.1.). Odabir potencijalnih antagonista vrńen je na osnovu dostupnih literaturnih 
podataka o njihovoj antimikrobnoj aktivnosti i osobinama pogodnim za primenu u biolońkoj 
kontroli. Bakterije roda Bacillus pokazuju najveći potencijal za primenu u poljoprivrednoj 
proizvodnji u svojstvu biokontrolnih agenasa, naroĉito kada je u pitanju biolońka kontrola 
crne truleņi kupusnjaĉa (Földes i sar., 2000; Luna i sar., 2002; Wulff i sar., 2003; Massomo i 
sar., 2004b; Monteiro i sar., 2005). Sposobnost obrazovanja endospora predstavlja jednu od 
poņeljnih karakteristika za ovaj tip primene zbog njihove visoke otpornosti prema visokim 
temperaturama, isuńivanju, UV zraĉenju i organskim rastvaraĉima, koja takoĊe obezbeĊuje 
bolje preņivljavanje i vińi stepen vijabilnosti u poreĊenju sa vegetativnim ćelijama, ńto 
umnogome olakńava formulaciju preparata za primenu u poljoprivredi (Monteiro i sar., 2005). 
Jedna od najvaņnijih karakteristika bakterija ovog roda je sposobnost proizvodnje ńirokog 
spektra antibiotika i drugih metabolita sa izraņenom antimikrobnom aktivnońću protiv 
fungalnih i bakterijskih fitopatogena (Wulff i sar., 2002a). Vrste roda Bacillus najĉeńće se 
mogu pronaći u zemljińtu, rizosferi i filosferi, ńto ukazuje na njihovu prilagoĊenost uslovima u 
kojima bi trebalo da budu primenjene kao biokontrolni agensi (Nikolić i sar., 2013). Bakterije 
ovog roda su takoĊe poznate po sposobnosti podsticanja rasta biljaka i sposobnosti 
endofitne kolonizacije biljaka, ńto predstavlja vaņnu osobinu biokontrolnih agenasa kada je u 
pitanju biolońka kontrola vaskularnih biljnih patogena (Wulff i sar., 2002a). MeĊu vrstama 
roda Bacillus kao biokontrolni agensi najĉeńće su korińćene vrste Bacillus subtilis (Wulff i 
sar., 2002b; Etchegaray i sar., 2008), Bacillus amyloliquefaciens i Bacillus pumilis (Wulff i 
sar., 2002a). Vrste roda Pseudomonas takoĊe predstavljaju pogodne kandidate za biolońku 
kontrolu (Mishra i Arora, 2012). Bakterije ovog roda proizvode nekolicinu bioaktivnih 
metabolita, meĊu kojima su antibiotici, siderofore i isparljiva jedinjenja (Spago i sar., 2014). 
Predloņeno je nekoliko mehanizama kojima bakterije roda Pseudomonas podstiĉu rast 
biljaka: stimulacija usvajanja nutrijenata, proizvodnja fitohormona, antagonistiĉka aktivnost 
protiv fitopatogena i indukcija sistemske rezistencije (Shivalingaiah i Umesha, 2013). Vrste 
roda Lactobacillus razmatrane su kao biokontrolni agensi zahvaljujući sposobnosti 
produkcije razliĉitih antimikrobnih jedinjenja, kao ńto su peptidi sa antimikrobnim delovanjem, 
meĊu kojima se nalaze i bakteriocini, organske kiseline i vodonik peroksid (Pia Arena i sar., 
2016). Zahvaljujući GRAS (Generally Regarded As Safe) statusu, bakterije ovog roda 
zadovoljavaju sve zahteve koji se postavljaju pred mikroorganizme namenjene primeni u 
prehrambenoj industriji i poljoprivredi (Trias i sar., 2008). Nekoliko mleĉnokiselinskih 
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bakterija je ispitano za primenu u biolońkoj kontroli fitopatogena Xanthomonas campestris 
pv. campestris (Trias i sar., 2008; Visser i sar., 2008). Streptomicete takoĊe predstavljaju 
znaĉajne kandidate za biolońku kontrolu fitopatogenih bakterija (Deivamani i Muthamilan, 
2015), pre svega zbog sposobnosti proizvodnje velikog broja razliĉitih metabolita, enzima i 
antibiotika sa antagonistiĉkim delovanjem protiv razliĉitih mikrobiolońkih patogena 
(Sadhasivam i sar., 2010; Atta i Reyad, 2013). Kada je u pitanju biolońka kontrola crne 
truleņi kupusnjaĉa, takoĊe su i neke vrste kvasaca ispitane kao potencijalni biokontrolni 
agensi (Assis i sar., 1999). Rod Trichoderma ĉine hemibiotrofne plesni, ĉije osnovne osobine 
pogodne za primenu u biolońkoj kontroli ĉine antagonizam ili mikoparazitizam protiv razliĉitih 
fitopatogena, kao i indukcija sistemske ili lokalne rezistentnosti kod biljaka (Fontanelle i sar., 
2011). Osim toga, plesni roda Trichoderma produkuju preko 40 metabolita koji uĉestvuju u 
interakciji biljaka i mikroorganizama, kao i u suzbijanju fitopatogena (Ortuño i sar., 2016). 
Trichoderma viride (Deivamani i Muthamilan, 2015) i Trichoderma harzianum (Nikolić i sar., 
2013) su ispitane kao biokontrolni agensi protiv fitopatogena Xanthomonas campestris pv. 
campestris.  
Nakon zavrńetka kultivacije, dobijene kultivacione teĉnosti 14 mikroorganizama i njihovi 
filtrati, kao i komercijalni antibiogram diskovi koji sadrņe streptomicin, testirani su protiv 12 
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Eksperimentalni podaci su analizirani primenom 
nekoliko statistiĉkih testova sa ciljem odabira najefikasnijeg agensa za biolońku kontrolu 
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Rezultati Levenovog testa za preĉnike zona 
inhibicije dobijene testiranjem uzoraka kultivacionih teĉnosti, kao i filtrata, pokazali su da ne 
postoje statistiĉki znaĉajne razlike izmeĊu ponovljenih merenja (p=0,9971). 
Uzimajući u obzir da antagonistiĉki efekat moņe da potiĉe i od ćelija mikroorganizama i od 
njihovih metabolita, vrńeno je poreĊenje preĉnika zona inhibicije koji nastaju testiranjem 
uzoraka kultivacionih teĉnosti i filtrata kultivacionih teĉnosti ispitivanih mikroorganizama 
(slika 5.1.). Filtracija je vrńena primenom filtera od najlona preĉnika pora 0,22 μm, sa ciljem 
uklanjanja biomase proizvodnih mikroorganizama i dobijanja filtrata koji sadrņe ostatke 
hranljive podloge i proizvedene ekstracelularne metabolite, kako bi se ispitala razlika izmeĊu 
antimikrobnog delovanja ovih jedinjenja i delovanja uzoraka kultivacionih teĉnosti, koje osim 
ostataka podloge i ekstracelularnih metabolita sadrņe i biomasu proizvodnih 
mikroorganizama. 
 
Slika 5.1. Preĉnici zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacionih teĉnosti i filtrata 
kultivacionih teĉnosti 14 potencijalnih proizvodnih mikroorganizama protiv fitopatogenih 
izolata roda Xanthomonas 
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Filtrati dobijeni filtracijom kultivacionih teĉnosti proizvodnih mikroorganizama Bacillus subtilis 
ATCC 6633 (M 1), Bacillus cereus (M 2), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (M 6), 
Lactobacillus sp. (M 10), Streptomyces hygroscopicus (M 12) i Saccharmyces cerevisiae (M 
13) nisu pokazali antimikrobnu aktivnost protiv testiranih fitopatogenih izolata, ńto ukazuje da 
je aktivna komponenta koja deluje protiv fitopatogena biomasa proizvodnih 
mikroorganizama. Monteiro i sar. (2005) i Issazadeh i sar. (2012) su dokazali antimikrobnu 
aktivnost kultivacionih teĉnosti mikroorganizama Bacillus subtilis i Bacillus cereus, redom, 
protiv fitopatogenih sojeva Xanthomonas campestris, dok u istraņivanju koje su sproveli 
Földes i sar. (2000) proizvodni mikroorganizam Bacillus subtilis IFS-01 nije pokazao 
antimikrobnu aktivnost protiv izolata Xanthomonas campestris. Istraņivanje antimikrobne 
aktivnosti sojeva Pseudomonas aeruginosa pokazalo je da su bioaktivni agensi efikasni 
protiv Xanthomonas campestris pv. campestris (Mishra i Arora, 2012), Xanthomonas citri pv. 
citri (de Oliveira i sar., 2011; de Oliveira i sar., 2016) i Xanthomonas arboricola pv. pruni (da 
Silva Vasconcellos i sar., 2014) metaboliti sadrņani u filtratu osloboĊenom biomase ili 
supernatantu kultivacione teĉnosti, ńto je u suprotnosti sa rezultatima ovog istraņivanja. 
TakoĊe, ispitivana je i antimikrobna aktivnosti razliĉitih sojeva roda Lactobacillus protiv 
fitopatogenih sojeva roda Xanthomonas. Rezultati koje su dobili Visser i sar. (2008) ukazuju 
na antagonistiĉko delovanje kultivacionih teĉnosti razliĉitih vrsta roda Lactobacillus protiv 
Xanthomonas campestris i Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae. Sa druge 
strane, Kannan i sar. (2014) i Emerenini i sar. (2014) su dokazali antimikrobnu aktivnost 
ekstracelularnih bioaktivnih jedinjenja sojeva roda Lactobacillus i vrste Lactobacillus 
plantarum, redom, protiv sojeva Xanthomonas campestris. Encheva-Malinova i sar. (2014) i 
Hata i sar. (2015) su dokazali antimikrobnu aktivnost kultivacionih teĉnosti razliĉitih izolata 
roda Streptomyces protiv nekoliko vrsta roda Xanthomonas, dok su Encheva-Malinova i sar. 
(2015) dokazali antimikrobnu aktivnost bioaktivnih metabolita dobijenih kultivacijom razliĉitih 
izolata roda Streptomyces protiv sojeva Xanthomonas euvesicatoria i Xanthomonas 
gardneri. TakoĊe je dokazano da biomasa plesni Trichoderma harzianum suzbija rast 
Xanthomonas campestris pv. campestris (Nikolić i sar., 2013), dok su Deivamani i 
Muthamilan (2015) dokazali antagonistiĉko delovanje spora razliĉitih vrsta roda Trichoderma 
protiv fitopatogena koji izazivaju crnu truleņ kupusnjaĉa. Isti autori su dokazali antagonistiĉko 
delovanje mikroorganizma Saccharomyces cerevisiae protiv Xanthomonas campestris pv. 
campestris (Deivamani i Muthamilan, 2015). 
Filtrati kultivacionih teĉnosti dobijenih kultivacijom preostalih antagonista u ovom istraņivanju 
pokazali su odreĊeni nivo antimikrobne aktivnosti protiv testiranih fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas, ali u sluĉaju svakog ispitanog mikroorganizma preĉnici zona inhibicije 
dobijeni testiranjem uzoraka kultivacione teĉnosti bili su veći od onih dobijenih testiranjem 
filtrata kultivacionih teĉnosti. Statistiĉka analiza prikazanih rezultata pokazala je da samo kod 
proizvodnog mikroorganizma M 4 (Bacillus sp.) ne postoji statistiĉki znaĉajna razlika izmeĊu 
preĉnika zona inhibicije dobijenih testiranjem antimikrobne aktivnosti uzorka kultivacione 
teĉnosti i filtrata (p=0,2919). Ovi rezultati ukazuju da je bioaktivni agens u ovom sluĉaju 
antimikrobni metabolit sintetisan od strane proizvodnog mikroorganizma Bacillus sp. Sa 
druge strane, proizvodni mikroorganizmi Bacillus spp. (M 3, M 5), Pseudomonas aeruginosa 
izolovan iz vode (M 7), Pseudomonas putida (M 8), Lactobacillus spp. (M 9, M 11) i 
Trichoderma reesei QM 9414 (M 14) pokazali su znatno veće preĉnike zona inhibicije kada 
su primenjeni u vidu nefiltrirane kultivacione teĉnosti, ńto je potvrĊeno sledećim p-
vrednostima u poreĊenju sa uzorcima filtrata kultivacionih teĉnosti: 0.0023, 0.0956, 0.0051, 
0.0182, 0.0000, 0.0000 i 0.0039, redom. Veći preĉnici zona inhibicije dobijeni testiranjem 
uzoraka kultivacionih teĉnosti ukazuju da najveći deo antimikrobne aktivnosti protiv 
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas potiĉe od biomase proizvodnih mikroorganizama. 
Nakon ńto je dokazano da je antimikrobna aktivnost uzoraka kultivacionih teĉnosti znatno 
vińa u poreĊenju sa aktivnońću filtrata kultivacionih teĉnosti kod svakog proizvodnog 
mikroorganizma, primenjena je jednofaktorijalna analiza varijanse sa ciljem procene 
statistiĉke znaĉajnosti razlika u dobijenim preĉnicima zona inhibicije meĊu ispitivanim 
antagonistima. Dobijena p-vrednost (tabela 5.1.) ukazuje da izmeĊu ispitivanih proizvodnih 
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mikroorganizama postoji statistiĉki znaĉajna razlika kada su u pitanju dobijeni preĉnici zona 
inhibicije protiv testiranih izolata roda Xanthomonas. 
Tabela 5.1. Jednofaktorijalna analiza varijanse preĉnika zona inhibicije dobijenih testiranjem 
uzoraka kultivacionih teĉnosti potencijalnih proizvodnih mikroorganizama protiv fitopatogenih 
izolata roda Xanthomonas  
Izvor varijabilnosti SS DF MS F-vrednost p-vrednost 
Odseĉak 145458,29 1 145458,29 11714,01 0,0000 
Antagonist 15009,47 14 1072,11 86,34 0,0000 
Greńka 3725,24 300 12,42 - - 
 
Homogene grupe proizvodnih mikroorganizama na osnovu statistiĉke znaĉajnosti razlika u 
dobijenim preĉnicima zona inhibicije ustanovljeni su primenom Dankanovog testa vińestrukih 
poreĊenja (tabela 5.2.). 
Tabela 5.2. Srednje vrednosti preĉnika zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka 
kultivacionih teĉnosti potencijalnih proizvodnih mikroorganizama protiv fitopatogenih izolata 
roda Xanthomonas  
Antagonist Preĉnik zone inhibicije (mm) 
M 12 12,10±3,28
a 
M 13 15,24±3,40
b
 
M 2 15,67±3,32
bc 
M 1 15,86±3,31
bc
 
M 4 16,29±3,49
bc
 
M 3 17,29±3,36
bc
 
M 8 17,76±3,85
c
 
M 7 20,81±3,72
d
 
M 10 21,71±3,48
de
 
M 6 22,33±3,29
de
 
M 9 23,43±3,44
ef
 
M 11 24,81±3,72
f
 
M 14 27,33±3,80
g
 
M 5 35,62±3,76
h
 
K 36,10±3,53
h
 
Vrednosti oznaĉene istim slovima nalaze se na istom nivou statistiĉke znaĉajnosti sa 
intervalom poverenja od 95% (Dankanov test); K – komercijalni diskovi sa streptomicinom  
 
Rezultati prikazani u tabeli 5.2. ukazuju da kultivacione teĉnosti svih prikazanih antagonista 
pokazuju antimikrobnu aktivnost protiv testiranih fitopatogenih izolata roda Xanthomonas i 
da se uoĉava statistiĉki znaĉajna razlika meĊu njihovim antimikrobnim aktivnostima. 
Proizvodni mikroorganizam koji je pokazao najslabiju antimikrobnu aktivnost (najmanji 
preĉnik zone inhibicije) protiv testiranih fitopatogena bio je izolat Streptomyces 
hygroscopicus (M 12), dok se kao najbolji proizvodni mikroorganizam u ovom testiranju 
pokazao soj Bacillus sp. (M 5), koji je ispoljio najveći potencijal za suzbijanje infekcija biljaka 
izazvanih fitopatogenim sojevima roda Xanthomonas. Osim toga, prikazani rezultati ukazuju 
da ne postoji statistiĉki znaĉajna razlika izmeĊu antimikrobne aktivnosti ovog 
mikroorganizma i baktericidne aktivnosti antibiogram diskova sa streptomicinom (K), koji su 
korińćeni kao kontrola (p=0,6615). Ova ĉinjenica ukazuje na veoma znaĉajan potencijal 
izolata Bacillus sp. za primenu u biolońkoj kontroli bolesti biljaka izazvanih fitopatogenim 
sojevima roda Xanthomonas. 
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5.2. MOLEKULARNA IDENTIFIKACIJA ODABRANOG 
PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA 
Molekularna identifikacija proizvodnog mikroorganizma izvrńena je umnoņavanjem gena za 
16S rRNK primenom lanĉane reakcije polimeraze (PCR) i njegovim sekvenciranjem. 
Dobijena sekvenca gena za 16S rRNK sastojala se od 1336 nukleotida i prvo je izvrńeno 
njeno poravnanje sa najsliĉnijim deponovanim sekvencama primenom BLAST softvera uz 
pretragu dostupnih sekvenci u bazi podataka NCBI servera. Poravnanje ispitivane sekvence 
gena za 16s rRNK proizvodnog mikroorganizma otkrilo je najveći stepen sliĉnosti sa vrstom 
Bacillus velezensis (100% pokrivenost upita, 99% homologije) (tabela 5.3.). 
Tabela 5.3. Rezultati poravnanja sekvenci primenom BLAST softvera preko NCBI servera 
prilikom molekularne identifikacije proizvodnog mikroorganizma 
Sekvenca 
Broj 
nukleotida 
Broj 
poklapanja 
nukleotida 
Pokrivenost 
upita (%) 
Homologija 
(%) 
Pristupni 
broj 
sekvence 
Bacillus velezensis FZB42, 
16S rRNK, kompletna 
sekvenca 
1336 1336 100 99 NR075005.2 
Bacillus methylotrophicus 
CBMB205, 16S rRNK, 
parcijalna sekvenca 
1332 1332 100 99 NR116240.1 
Bacillus amyloliquefaciens 
NBRC 15535, 16S rRNK, 
parcijalna sekvenca 
1332 1332 100 99 NR112685.1 
Bacillus amyloliquefaciens 
MPA 1034, 16S rRNK, 
parcijalna sekvenca 
1330 1330 100 99 NR117946.1 
Bacillus amyloliquefaciens 
BCRC 11601, 16S rRNK, 
parcijalna sekvenca 
1330 1330 100 99 NR116022.1 
Bacillus amyloliquefaciens 
NBRC 15535, 16S rRNK, 
parcijalna sekvenca 
1330 1330 100 99 NR041455.1 
Bacillus subtilis subsp. 
subtilis 168, 16S rRNK, 
kompletna sekvenca 
1325 1325 100 99 NR102783.2 
Bacillus siamensis PD-
A10, 16S rRNK, parcijalna 
sekvenca 
1325 1325 100 99 NR117274.1 
Bacillus atrophaeus NRRL 
NRS-213, 16S rRNK, 
parcijalna sekvenca 
1325 1325 100 99 NR116190.1 
Bacillus atrophaeus NBRC 
15539, 16S rRNK, 
parcijalna sekvenca 
1325 1325 100 99 NR112723.1 
Bacillus atrophaeus JCM 
9070, 16S rRNK, parcijalna 
sekvenca 
1325 1325 100 99 NR024589.1 
Bacillus nakamurai 
NRLLB-41091, 16S rRNK, 
parcijalna sekvenca 
1319 1319 100 99 NR151897.1 
 
Evoluciona istorija je izvedena primenom Maximum Likelihood metoda, koji predstavlja 
uobiĉajeni statistiĉki metod za procenu nepoznatih parametara modela verovatnoće i koji se 
zasniva na Tamura-Nei modelu (Tamura i Nei, 1993). Na slici 5.2. prikazano je filogenetsko 
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stablo sa najvećom log vrednońću verovatnoće. Inicijalna filogenetska stabla za heuristiĉku 
pretragu su dobijena automatski, primenom Neighbor-Join i BioNJ algoritama na matricu 
parova distanci korińćenjem Maximum Composite Likelihood pristupa, nakon ĉega je 
odabrana topologija stabla sa superiornom log vrednońću verovatnoće. Evoluciona distanca, 
odnosno duņina grana na prikazanoj slici, merena je brojem razlika u redosledu nukleotida 
po nukleotidnom mestu u odnosu na ukupan broj nukleotida, kada se posmatraju poravnate 
sekvence. Analiza je ukljuĉivala ńest sekvenci nukleotida. Ispitivana sekvenca gena za 16S 
rRNK proizvodnog mikroorganizma sadrņala je 661 poziciju, nakon iskljuĉivanja praznina i 
podataka koji nedostaju. Evoluciona analiza izvedena je primenom softvera MEGA 7 (Kumar 
i sar., 2016). Rezultati filogenetske analize su potvrdili da je proizvodni mikroorganizam 
korińćen u okviru ove doktorske disertaciji po filogenetskoj sliĉnosti najsrodniji soju Bacillus 
velezensis NR 075005.2, ĉime je potvrĊena pripadnost proizvodnog mikroorganizma vrsti 
Bacillus velezensis. 
 
Slika 5.2. Filogenetsko stablo proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis 
 
5.3. ODABIR OPTIMALNOG IZVORA UGLJENIKA I 
ORGANSKOG IZVORA AZOTA  
Nakon odabira proizvodnog mikroorganizma sa najizraņenijim antagonistiĉkim delovanjem 
protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas i njegove identifikacije kao Bacillus 
velezensis, naredni korak u razvoju bioprocesa predstavlja formulacija sastava hranljive 
podloge za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma sa ciljem proizvodnje biokontrolnih 
agenasa, odnosno umoņavanja biomase proizvodnog mikroorganizma u ovom sluĉaju. 
Poĉetni korak formulacije sastava hranljivih podloga u biotehnolońkim procesima prestavlja 
odabir izvora ugljenika, azota i fosfora kao osnovnih nutrijenata neophodnih 
mikroorganizmima za rast i umnoņavanje biomase, kao i sintezu primarnih i sekundarnih 
metabolita. Pońto je na samom poĉetku neophodno definisati osnovu za formulaciju sastava 
hranljive podloge, s obzirom na cilj suzbijanja fitopatogenih izolata roda Xanthomonas u 
ovom sluĉaju kao osnova hranljive podloge uzeta je hranljiva podloga koja favorizuje rast 
bakterija roda Xanthomonas sledećeg sastava: izvor ugljenika 15 g/l, organski izvor azota 3 
g/l, (NH4)2SO4 1,5 g/l, K2HPO4 3 g/l, MgSO4∙7H2O 0,3 g/l (Dodić i Grahovac, 2013). S 
obzirom na to da su (NH4)2SO4 kao neorganski izvor azota i K2HPO4 kao izvor fosfora, kao i 
MgSO4∙7H2O, ĉesto korińćene komponente (neorganske soli) u hranljivim podlogama za 
kultivaciju mikroorganizama, izmeĊu ostalih i bakterija roda Bacillus (Moghannem i sar., 
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2018; Zhu i sar., 2018; Ye i sar., 2018), kao cilj ovog dela istraņivanja postavljena je 
formulacija sastava hranljive podloge za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis u pogledu odabira izvora ugljenika i organskog izvora azota koji favorizuju rast 
proizvodnog mikroorganizma, kao i povećanje antimikrobne aktivnosti protiv fitopatogenih 
izolata roda Xanthomonas. Prilikom odabira izvora ovih nutrijenata kao drugi parametar 
razmatrana je i mogućnost smanjenja trońkova pripreme hranljive podloge. Stoga je izbor 
izvora ugljenika sveden na nutrijente koji se najĉeńće mogu sresti kao dominantne organske 
komponente razliĉitih industrijskih otpadnih tokova (glukoza – otpadne tokovi prerade voća i 
povrća, kao i proizvodnje vina; saharoza – otpadni tokovi prerade ńećerne repe i konditorske 
industrije; laktoza – otpadni tokovi industrije mleka i mleĉnih proizvoda; skrob – otpadni 
tokovi industrije brańna i pekarskih proizvoda, kao i prerade krompira; glicerol – otpadni tok 
proizvodnje biodizela), sa ciljem procene potencijala primene razliĉitih industrijskih otpadnih 
tokova u proizvodnji biokontrolnih agenasa.  
Industrijski otpadni tokovi sa visokim sadrņajem glukoze korińćeni su za proizvodnju 
biosurfaktanata primenom proizvodnog mikroorganizma Bacillus subtilis (Secato i sar., 
2016). Saharoza predstavlja osnovnu komponentu melase, koja nastaje kao sporedni 
proizvod industrije ńećera nastalog preradom ńećerne repe ili ńećerne trske. Kaleem i sar. 
(2000) su koristili melasu kao izvor ugljenika za proizvodnju antimikrobnih agenasa od 
strane proizvodnog mikroorganizma Bacillus subtilis. Melasa nastala preradom ńećerne 
trske korińćena je u proizvodnji polihidroksibutirata (PHB) od strane proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus megaterium (Gouda i sar., 2001), dok je otpadna voda iz industrije 
ńećera takoĊe korińćena kao supstrat za proizvodnju poli-β-hidroksibutirata od strane 
Bacillus subtilis NG220 (Singh i sar., 2013). Melasa je korińćena kao komponenta 
kultivacionog medijuma za proizvodnju biosurfaktanata primenom razliĉitih sojeva roda 
Bacillus (Saimmai i sar., 2011; Al-Bahry i sar., 2013). Peighami-Ashnaei i sar. (2009) su 
ispitivali potencijal za biolońku kontrolu soja Bacillus subtilis B-3 kultivisanog primenom 
hranljive podloge koja sadrņi melasu. Płaza i sar. (2012) su istraņivali antifungalnu aktivnost 
razliĉitih sojeva roda Bacillus kultivisanih na hranljivim podlogama koje sadrņe razliĉite vrste 
agro-industrijskog otpada, ukljuĉujući i melasu. Sa druge strane, Sousa i sar. (2014) su 
isptivali potencijal melase, meĊu nekoliko drugih izvora ugljenika, za umnoņavanje biomase 
Bacillus sp. RAB9. Moraes i sar. (2012) su koristili hranljivu podlogu na bazi melase za 
proizvodnju poli-γ-glutaminske kiseline primenom Bacillus velezensis. Laktoza se uglavnom 
moņe pronaći u otpadnim tokovima industrije mleka i mleĉnih proizvoda. Gomaa (2013) je 
ispitivao antimikrobnu aktivnost biosurfaktanta proizvedenog od strane proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus licheniformis M104 primenom surutke kao osnove kultivacionog 
medijuma. Skrob ĉini osnovnu komponentu otpadnih tokova prerade ņitarica, kasave i 
krompira. Otpadna voda iz prerade kasave se pokazala kao pogodan kultivacioni medijum 
za proizvodnju biosurfaktanata od strane proizvodnog mikroorganizma Bacillus subtilis 
(Nitschke i Pastore, 2006), dok je sporedni proizvod prerade kasave korińćen za proizvodnju 
polihidroksialkanoata od strane Bacillus sp. (Krueger i sar., 2012). Kukuruzni skrob je 
korińćen kao izvor ugljenika za proizvodnju β-amilaze od strane nekoliko sojeva roda 
Bacillus (Ajayi i Fagade, 2003), dok je otpadna voda iz proizvodnje skroba korińćena za 
proizvodnju Bt (Bacillus thuringiensis) biopesticida (Chang i sar., 2008). Otpadna voda koja 
sadrņi skrob iz prerade slatkog krompira se takoĊe pokazala kao pogodan supstrat za 
proizvodnju mikrobiolońkog Ċubriva na bazi Bacillus amyloliquefaciens (Zhou i sar., 2012). 
Sirovi glicerol nastaje u znaĉajnim koliĉinama kao dominantni nusproizvod rastuće industrije 
biodizela, zbog ĉega se javlja potreba za njegovom mikrobiolońkom konverzijom u razliĉite 
proizvode sa dodatom vrednońću primenom razliĉitih mikroorganizama (Li i Lesnik, 2013). 
Sirovi glicerol iz proizvodnje biodizela je do sada ispitan kao izvor ugljenika u hranljivim 
podlogama za proizvodnju biosurfaktanata od strane Bacillus subtilis TD4 (Saimmai i sar., 
2012), Bacillus sp. (Sousa i sar., 2012) i Bacillus subtilis ATCC 6633 (de Sousa i sar., 2014). 
Sa druge strane, na osnovu literaturnih podataka o sastavu hranljivih podloga za kultivaciju 
bakterija roda Bacillus, kao potencijalni organski izvori azota odabrani su ekstrakt kvasca 
(Moghannem i sar., 2018; Ye i sar., 2018; Zhu i sar., 2018), pepton (Liu i sar., 2010; 
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Moghannem i sar., 2018; Zhu i sar., 2018), sojino brańno (Liu i sar., 2010), urea (Moraes i 
sar., 2012) i L-glutaminska kiselina (Al-Ali i sar., 2018; Chen i sar., 2018).  
Kultivacija proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis izvrńena je primenom 25 
hranljivih podloga koje su sadrņale razliĉite kombinacije izvora ugljenika i organskog izvora 
azota, pri ĉemu je u svakoj hranljivoj podlozi bila prisutna ista koncentracija izvora ugljenika i 
organskog izvora azota, kao i ostalih komponenata ((NH4)2SO4, K2HPO4 i MgSO4∙7H2O) 
(poglavlje 4.2.2.2.). Nakon zavrńetka kultivacije, antimikrobna aktivnost uzoraka kultivacionih 
teĉnosti testirana je primenom disk-difuzione metode protiv 12 fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas korińćenih i u prethodnoj fazi istraņivanja. Kao i u prethodnoj fazi istraņivanja, 
kao odziv koji reprezentuje antimikrobnu aktivnost proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis korińćen je preĉnik dobijenih zona inhibicije.  
Dvofaktorijalna analiza varijanse preĉnika zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka 
kultivacionih teĉnosti Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas 
izvrńena je ciljem utvrĊivanja statistiĉke znaĉajnosti uticaja primenjenih izvora ugljenika, 
organskih izvora azota, kao i njihove kombinacije u hranljivim podlogama na antimikrobnu 
aktivnost proizvodnog mikroorganizma (tabela 5.4.). Analiza je vrńena pri nivou znaĉajnosti 
od 95%. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse pokazali su da izvor ugljenika, organski 
izvor azota, kao i njihova kombinacija imaju statistiĉki znaĉajan uticaj na preĉnik zone 
inhibicije, odnosno antimikrobnu aktivnost proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis 
protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas, uz p-vrednosti manje od 0,05 u sva tri sluĉaja 
(tabela 5.4.).  
Tabela 5.4. Dvofaktorijalna analiza varijanse preĉnika zona inhibicije dobijenih testiranjem 
uzoraka kultivacionih teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv 
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas 
Izvor varijabilnosti SS DF MS F-vrednost p-vrednost 
Odseĉak 216223,05 1 52883,08 75426,65 0,0000 
Izvor ugljenika 813,81 4 203,45 70,97 0,0000 
Organski izvor azota 970,21 4 242,55 84,61 0,0000 
Izvor ugljenika*Organski izvor 
azota 
964,59 16 60,29 21,03 0,0000 
Greńka 143,33 50 2,87 - - 
 
Nakon dvofaktorijalne analize, primenom softverskog paketa Statistica 13.1 (Dell Inc., Round 
Rock, Teksas, SAD) generisani su grafici na kojima su prikazane srednje vrednosti preĉnika 
zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacionih teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis koje sadrņe razliĉite izvore ugljenika (slika 5.3.) i 
organske izvore azota (slika 5.4.) protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Najveći 
preĉnici zona inhibicije protiv testiranih fitopatogenih izolata dobijeni su kada su kao izvori 
ugljenika korińćeni laktoza i glicerol (slika 5.3.). Sa druge strane, primena glukoze kao izvora 
ugljenika u hranljivoj podlozi, kao najńire primenjivanog nutrijenta ĉije usvajanje preferira 
najveći broj mikroorganizama, rezultovala je najmanjim preĉnicima zona inhibicije.  
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Slika 5.3. Srednja vrednost preĉnika zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka 
kultivacionih teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis koje sadrņe razliĉite 
izvore ugljenika protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas  
 
Kada su u pitanju ispitivani organski izvori azota u hranljivim podlogama, najveći preĉnici 
zona inhibicije dobijeni su primenom ekstrakta kvasca, koga prate pepton i L-glutaminska 
kiselina, dok je najlońiji rezultat u pogledu antimikrobne aktivnosti dobijen kada je kao 
organski izvor azota u hranljivoj podlozi korińćeno sojino brańno (slika 5.4.). Uzimajući u 
obzir da su aminokiselina poņeljan organski izvor azota za većinu vrsta roda Bacillus, 
ekstrakt kvasca, koji sadrņi znaĉajnu koliĉinu razliĉitih aminokiselina, kao i pepton, koji pored 
aminokiselina sadrņi i peptide (Harwood i Stephenson, 1999), i u ovom sluĉaju su se 
pokazali pogodnim za primenu u hranljivoj podlozi za kultivaciju proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis. Iako se ekstrakt kvasca smatra relativno skupim 
nutrijentom za primenu u mikrobiolońkim procesima, dalja optimizacija sastava hranljive 
podloge u pogledu sadrņaja nutrijenata trebala bi da utvrdi zahtevanu koliĉinu ovog 
nutrijenta, kao i isplativost njegove primene kao komponente kultivacionog medijuma. Osim 
toga, primena kompleksnih izvora ugljenika, kao ńto su otpadne vode industrije mleka i 
mleĉnih proizvoda i melasa, potencijalno bi mogla da zadovolji nutritivne zahteve 
proizvodnog mikroorganizma u pogledu aminokiselina, stoga bi rezultati optimizacije sastava 
ovakvog medijuma mogli da ukaņu na potrebu za primenom ekstrakta kvasca u veoma 
niskim koncentracijama. Sojino brańno, iako ekonomski najisplativiji organski izvor azota za 
primenu u mikrobiolońkim procesima, se u ovom sluĉaju pokazalo kao najmanje pogodno 
reńenje za proizvodnju biokontrolnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas, ukazujući na nizak afinitet proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis 
ka metabolisanju ovog izvora azota. 
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Slika 5.4. Srednja vrednost preĉnika zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka 
kultivacionih teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis koje sadrņe razliĉite 
organske izvore azota protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas  
 
Sa ciljem ispitivanja uticaja interakcije izvora ugljenika i organskog izvora azota u hranljivoj 
podlozi na antimikrobnu aktivnost, izvrńen je Dankanov test vińestrukih poreĊenja, gde su 
formirane homogene grupe istih nivoa statistiĉke znaĉajnosti (tabela 5.5.). PoreĊenjem 
razliĉitih kombinacija izvora ugljenika i organskog izvora azota u hranljivim podlogama moņe 
se zakljuĉiti da su najveći preĉnici zona inhibicije dobijeni pri korińćenju sledećih 
kombinacija: glicerol - ekstrakt kvasca, laktoza - pepton i saharoza – ekstrakt kvasca, pri 
ĉemu se sve tri kombinacije nalaze na istom nivou statistiĉke znaĉajnosti, ńto ukazuje da se 
bilo koja od ove tri kombinacije nutrijenata moņe iskoristiti za proizvodnju biokontrolnih 
agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas primenom proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis. Ovi rezultati takoĊe ukazuju na potencijal otpadnih 
tokova proizvodnje ńećera i konditorske industrije, otpadnih tokova industrije mleka i mleĉnih 
proizvoda, kao i sirovog glicerola koji potiĉe iz proizvodnje biodizela za proizvodnju 
biokontrolnih agenasa kao proizvoda sa dodatom vrednońću. S obzirom na to da sposobnost 
metabolisanja laktoze kao izvora ugljenika nije uobiĉajena karakteristika meĊu 
mikroorganizmima usled odsustva enzimskog aparata za raskidanje β-1→4 glikozidne veze 
(Sumithra i sar., 2016), mogućnost iskorińćenja otpadnih tokova industrije mleka i mleĉnih 
proizvoda je stoga limitirana kada je u pitanju biotehnolońka proizvodnja. Uzimajući u obzir 
da se tokom proizvodnje mleka generińe jedan litar otpadne vode po jednom litru 
proizvedenog mleka (Priyadharshini i Kumar, 2016), sposobnost proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis da metabolińe laktozu kao izvor ugljenika otvara novo 
poglavlje mogućnosti iskorińćenja otpadnih tokova industrije mleka i mleĉnih proizvoda u 
mikrobiolońkoj proizvodnji proizvoda sa dodatom vrednońću. Sa druge strane, sposobnost 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis da metabolińe glicerol predstavlja osnovu 
za iskorińćenje sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela. Ovaj efluent proizvodnje biodizela 
predstavlja veliki problem pre svega zbog ĉinjenice da nastaje u velikoj koliĉini (10% (w/w) u 
poreĊenju sa koliĉinom proizvedenog biodizela) (Garlapati i sar., 2016), kao i zbog prisustva 
razliĉitih primesa koje potiĉu iz sirovina korińćenih za proizvodnju biodizela (naroĉito kada su 
u pitanju otpadna ulja i masti) i samog procesa proizvodnje biodizela (Ayoub i Abdullah, 
2012). Već nekoliko godina unazad istraņivanje mogućih naĉina za iskorińćenje sirovog 
glicerola predstavlja znaĉajan izazov za nauĉnike ńirom sveta, pri ĉemu mikrobiolońka 
konverzija sirovog glicerola u razliĉite proizvode predstavlja jedno od obećavajućih reńenja 
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(Garlapati i sar., 2016). Stoga su naredne faze istraņivanja sprovedene uz primenu hranljivih 
podloga na bazi komercijalnog i sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela, kako bi se 
procenio potencijal ovog efluenta u proizvodnji biokontrolnih agenasa efikasnih protiv 
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas primenom proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis.  
Tabela 5.5. Srednje vrednosti preĉnika zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka 
kultivacionih teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis koje sadrņe razliĉite 
kombinacije izvora ugljenika i organskog izvora azota protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas 
Izvor ugljenika Izvor azota Preĉnik zone inhibicije (mm) 
Saharoza L-glutaminska kiselina 40,83±0,41
a 
Glukoza Sojino brańno 41,33±2,66
ab 
Laktoza Urea 44,00±1,26
abc 
Skrob Sojino brańno 44,83±0,75
abc 
Saharoza Sojino brańno 44,83±0,98
abc 
Glukoza Ekstrakt kvasca 45,83±1,33
bcd 
Glicerol Pepton 45,83±1,33
bcd 
Glukoza Pepton 46,5±3,08
cde 
Skrob Urea 46,67±2,25
cde 
Laktoza Sojino brańno 46,83±4,31
cde 
Glukoza Urea 47,50±0,84
cdef 
Glicerol Sojino brańno 47,83±5,31
cdef 
Skrob Pepton 48,67±1,21
cdef 
Saharoza Urea 48,83±0,98
cdef 
Glukoza L-glutaminska kiselina 49,83±4,75
defg 
Glicerol Urea 50,50±3,56
defgh 
Skrob L-glutaminska kiselina 51,33±5,20
efghi 
Saharoza Pepton 51,67±0,52
fghi 
Starch Ekstrakt kvasca 53,50±6,32
ghi 
Laktoza Ekstrakt kvasca 54,00±5,50
ghi 
Glicerol L-glutaminska kiselina 55,00±2,61
hij 
Laktoza L-glutaminska kiselina 55,50±1,76
ijk 
Saharoza Ekstrakt kvasca 58,50±3,89
jkl 
Laktoza Pepton 59,50±7,15
kl 
Glicerol Ekstrakt kvasca 60,83±6,21
l 
Vrednosti oznaĉene istim slovima nalaze se na istom nivou statistiĉke znaĉajnosti sa intervalom 
poverenja od 95% (Dankanov test) 
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5.4. MODELOVANJE I OPTIMIZACIJA SASTAVA HRANLJIVE 
PODLOGE NA BAZI KOMERCIJALNOG GLICEROLA 
5.4.1. MATEMATIĈKI MODELI UTICAJA KONCENTRACIJE KOMPONENTI 
HRANLJIVE PODLOGE NA BAZI KOMERCIJALNOG GLICEROLA NA 
ANTIMIKROBNU AKTIVNOST I REZIDUALNE KONCENTRACIJE 
NUTRIJENATA 
Nakon odabira izvora ugljenika i organskog izvora azota kao komponenti hranljive podloge 
koje favorizuju rast i antimikrobnu aktivnost proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis 
protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas, naredni korak u optimizaciji sastava hranljive 
podloge za biotehnolońku proizvodnju biokontrolnih agenasa predstavlja modelovanje uticaja 
koncentracija odabranih komponenti hranljive podloge na odabrane izlazne parametre 
bioprocesa, sa ciljem dobijanja matematiĉkih modela koji opisuju ponańanje odabranih 
izlaznih parametara bioprocesa sa promenom nezavisnih promenljivih, u ovom sluĉaju 
koncentracija odabranih nutrijenata u hranljivoj podlozi. Matematiĉki model, odnosno 
polinomska jednaĉina drugog reda (poglavlje 4.9.2), opisuje ponańanje jedne zavisne 
promenljive u zavisnosti od odabranog broja nezavisnih promenljivih (faktora). U ovom 
sluĉaju, s obzirom na to da je cilj ovog dela istraņivanja bio modelovanje sastava hranljive 
podloge za proizvodnju biokontrolnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas, kao nezavisne promenljive (faktori) odabrane su inicijalne koncentracije 
osnovnih komponenti hranljive podloge u sledećim opsezima: izvora ugljenika (glicerol) 10-
35-60 g/l, organskog izvora azota (ekstrakt kvasca) 0-2,5-5 g/l, neorganskog izvora azota 
((NH4)2SO4) 0-1,5-3 g/l i izvora fosfora (K2HPO4) 1-5,5-10 g/l. Pored ovih komponenti, svaka 
hranljiva podloga sadrņala je 0,3 g/l MgSO4∙7H2O. Kao znaĉajni izlazi bioprocesa, odnosno 
zavisne promenljive (odzivi), praćeni su preĉnik zona inhibicije, kao zavisna promenljiva koja 
neposredno ukazuje na stepen antimikrobne aktivnosti, kao i rezidualne koncentracije 
osnovnih nutrijenata: izvora ugljenika (glicerola), ukupnog azota i ukupnog fosfora. Zadatak 
modelovanja primenom metodologije odzivne povrńine jeste odreĊivanje odseĉka, kao i 
linearnih, kvadratnih i koeficijenata interakcije koji odreĊuju uticaj svake od nezavisnih 
promenljivih na odabranu zavisnu promenljivu, uzimajući u obzir da je za fitovanje 
eksperimentalnih podataka korińćena polinomska jednaĉina drugog reda.  
U cilju prikupljanja dovoljne koliĉine eksperimentalnih podataka za izvoĊenje modelovanja, 
primenjen je Boks-Benkenov redukovani eksperimentalni dizajn u kome su varirane ĉetiri 
nezavisne promenljive na tri nivoa u okviru 30 eksperimenata sa unapred zadatim 
vrednostima nezavisnih promenljivih (tabela 4.6., poglavlje 4.2.2.3.). Nivoi vrednosti 
nezavisnih promenljivih (koncentracija odabranih izvora nutrijenata) odreĊeni su tako da 
budu ekvidistantni u odnosu na zadatu vrednost iz centralne taĉke eksperimentalnog plana 
za svaku nezavisnu promenljivu. S obzirom na ispitivanje uticaja ĉetiri nezavisne promenljive 
ĉije su vrednosti varirane na tri nivoa, primenom ovog tipa eksperimentalnog dizajna broj 
potrebnih eksperimenata za dobijanje dovoljne koliĉine podataka potrebne za modelovanje 
odabranih odziva se znaĉajno smanjuje, ĉime se postiņe veoma znaĉajna uńteda 
materijalnih resursa i vremena. Osim toga, eksperimentalni plan je sadrņao i tri eksperimenta 
u kojima su zadate vrednosti sve ĉetiri nezavisne promenljive odgovarale vrednostima iz 
centralne taĉke radi utvrĊivanja ponovljivosti eksperimenta pod istim uslovima i dalje 
statistiĉke analize znaĉajnosti dobijenih rezultata.  
Kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis pod unapred definisanim 
uslovima (poglavlje 4.4.) izvedene su primenom hranljivih podloga ĉiji su sastavi definisani 
Boks-Benkenovim eksperimentalnim planom. Po zavrńetku kultivacija, izvrńeno je testiranje 
antimikrobne aktivnosti dobijenih uzoraka kultivacionih teĉnosti protiv fitopatogenih izolata 
roda Xanthomonas, sa ciljem odreĊivanja preĉnika zona inhibicije kao odziva koji predstavlja 
direktan pokazatelj stepena antimikrobne aktivnosti. Osim toga, po zavrńetku kultivacije 
izvrńeno je odvajanje teĉne faze kultivacionih teĉnosti od biomase proizvodnog 
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mikroorganizma Bacillus velezensis centrifugiranjem, sa ciljem dobijanja supernatanta 
osloboĊenog ćelija koji je dalje korińćen za odreĊivanje rezidualnih sadrņaja osnovnih 
nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora), primenom odgovarajućih analitiĉkih 
metoda.  
Nakon prikupljanja dovoljne koliĉine eksperimentalnih podataka u pogledu odabranih izlaza 
bioprocesa, to jest odziva (preĉnika zona inhibicije i rezidualnih koncentracija glicerola, 
ukupnog azota i ukupnog fosfora), izvrńena je statistiĉka analiza dobijenih eksperimentalnih 
podataka. Analiza varijanse izvrńena je sa ciljem utvrĊivanja statistiĉke znaĉajnosti dobijenih 
modela za odabrane odzive, odnosno kvaliteta fitovanja eksperimentalnih podataka 
odabranim polinomskim jednaĉinama drugog reda. Na osnovu dobijenih p-vrednosti za sve 
modele (0,0000), moņe se utvrditi da su sva ĉetiri modela statistiĉki znaĉajna pri nivou 
znaĉajnosti od 95% (tabela 5.6.). Adekvatnost dobijenih matematiĉkih modela takoĊe je 
procenjena na osnovu F-vrednosti (Fińerovog testa). Uzimajući u obzir da su dobijene F-
vrednosti manje od tabliĉnih vrednosti za odgovarajući stepen slobode primenjenog 
eksperimentalnog plana, moņe se zakljuĉiti da su dobijeni modeli pogodni za opisivanje 
uticaja ispitivanih nezavisnih promenljivih na odabrane odzive. Osim toga, koeficijenti 
determinacije za sva ĉetiri modela veći od 90% ukazuju na zadovoljavajuće fitovanje 
eksperimentalnih podataka odabranim polinomskim jednaĉinama drugog reda (tabela 5.6.).  
Tabela 5.6. Analiza varijanse odabranih odziva u fazi modelovanja sastava hranljive podloge 
na bazi komercijalnog glicerola 
Odziv SS DF MS 
F-
vrednost 
p-
vrednost 
R
2
 
Preĉnik zone inhibicije 
(mm) 
39076,79
a 
7,57
b 
15
a
 
12
b 
2605,12
a
 
0,63
b 4127,72 0,0000 0,949 
Rezidualni sadrņaj glicerola 
(g/l) 
17270,84
a 
218,02
b 
15
a
 
12
b 
1151,39
a
 
18,17
b 63,37 0,0000 0,949 
Rezidualni sadrņaj ukupnog 
azota (g/l) 
27,56
a
 
0,12
b
 
15
a
 
12
b
 
1,84
a
 
0,01
b 191,00 0,0000 0,957 
Rezidualni sadrņaj ukupnog 
fosfora (g/l) 
89,67
a
 
2,18
b 
15
a
 
12
b
 
5,98
a
 
0,18
b 32,91 0,0000 0,904 
a
 model, 
b
 reziduali 
 
Matematiĉki modeli generisani za odabrane odzive prikazani su u vidu vrednosti odseĉka, 
linearnih, kvadratnih i koeficijenata interakcije izmeĊu nezavisnih promenljivih, dok je 
statiĉka znaĉajnost uticaja ovih nezavisnih promenljivih prikazana u vidu p-vrednosti za 
odgovarajuće koeficijente (tabela 5.7.). Statistiĉki znaĉajni koeficijenti matematiĉkih modela 
za odabrane odzive, kao i njihove p-vrednosti, boldovani su u tabeli 5.7. Pozitivan predznak 
ispred linearnih i kvadratnih koeficijenata ukazuje na direktnu vezu ispitivane nezavisne i 
zavisne promenljive, dok negativan predznak ukazuje na reverznu povezanost ovih 
promenljivih (Ilić i Mijailović, 2014). Sa druge strane, kada su u pitanju koeficijenti interakcije 
koji opisuju istovremeni uticaj dve nezavisne promenljive, u ovom sluĉaju pozitiva predznak 
ukazuje na njihovo sinergistiĉko dejstvo, dok negativan predznak ukazuje na antagonistiĉko 
dejstvo ispitivanih nezavisnih promenljivih (Ilić i Mijailović, 2014). 
Kada je u pitanju matematiĉki model za rezidualni sadrņaj glicerola, moņe se primetiti 
statistiĉki znaĉaj uticaj linearnog koeficijenta inicijalne koncentracije glicerola, sa pozitivnim 
predznakom, kao i negativni predznak statistiĉki znaĉajnog kvadratnog koeficijenta inicijalne 
koncentracije glicerola u hranljivoj podlozi. Osim toga, moņe se uoĉiti i statistiĉki znaĉajan 
sinergistiĉki uticaj interakcije organskog i neorganskog izvora azota, ńto implicira da 
dinamika potrońnje izvora azota statistiĉki znaĉajno utiĉe na rezidualnu koncentraciju 
glicerola kao izvora ugljenika u kultivacionoj teĉnosti po zavrńetku kultivacije. Posmatrajući 
matematiĉki model za rezidualni sadrņaj ukupnog azota, moņe se uoĉiti da statistiĉki 
znaĉajan uticaj imaju linerani koeficijent incijalne koncentracije izvora fosfora,  kao i 
koeficijenti interakcije inicijalne koncentracije organskog izvora azota i neorganskog izvora 
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azota sa inicijalnom koncentracijom izvora fosfora. Ovakvi rezultati impliciraju znaĉajan uticaj 
dinamike potrońnje izvora fosfora na rezidualni sadrņaj ukupnoj azota u kultivacionoj 
teĉnosti. Kod matematiĉkog modela za rezidualni sadrņaj ukupnog fosfora, moņe se primetiti 
statistiĉki znaĉajan uticaj linearnih koeficijenata inicijalne koncentracije organskog izvora 
azota i izvora fosfora, antagonistiĉki uticaj inicijalnih koncentracija izvora ugljenika i 
organskog izvora azota, kao i statistiĉi znaĉajan uticaj kvadratnog koeficijenta inicijalne 
koncentracije izvora fosfora.  
Najvaņniji odziv bioprocesa kada je u pitanju antimikrobna aktivnost proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas je 
svakako preĉnik zona inhibicije. Posmatrajući matematiĉki model ovog odziva, uoĉava se 
statistiĉki znaĉajan uticaj linearnog koeficijenta inicijalne koncentracije neorganskog izvora 
azota, kvadratnih koeficijenata inicijalnih koncentracija izvora ugljenika i neorganskog izvora 
azota, kao i antagonistiĉki uticaj interakcije inicijalne koncentracije izvora ugljenika sa 
inicijalnom koncentracijom preostalih nutrijenata (neorganskog i organskog izvora azota i 
izvora fosfora), uz sinergistiĉko uticaj interakcije inicijalne koncentracije organskog izvora 
azota i izvora fosfora. 
Tabela 5.7. Koeficijenti regresionih jednaĉina i njihove p-vrednosti za odabrane odzive u fazi 
modelovanja sastava hranljive podloge na bazi komercijalnog glicerola 
 
Preĉnik zone 
inhibicije (mm) 
Rezidualni sadrţaj 
glicerola (g/l) 
Rezidualni sadrţaj 
ukupnog azota 
(g/l) 
Rezidualni sadrţaj 
ukupnog fosfora 
(g/l) 
Koeficijent Vrednost 
p-
vrednost 
Vrednost 
p-
vrednost 
Vrednost 
p-
vrednost 
Vrednost 
p-
vrednost 
Odseĉak 
b0 30,625 0,0000 -14,892 0,1273 0,906 0,0010 -0,987 0,2989 
Linearni 
b1 0,032 0,5254 1,335 0,0003 0,011 0,0946 0,027 0,3237 
b2 0,526 0,2584 0,530 0,8274 -0,036 0,5264 0,527 0,0467 
b3 3,852 0,0002 5,053 0,2266 0,108 0,2609 -0,126 0,7560 
b4 0,380 0,1716 1,741 0,2383 -0,142 0,0009 0,482 0,0049 
Interakcija 
b12 -0,020 0,0084 -0,006 0,8623 -0,001 0,2521 -0,009 0,0238 
b13 -0,043 0,0015 -0,055 0,3549 -0,003 0,0629 0,005 0,3885 
b14 -0,008 0,0479 0,003 0,8733 -0,000 0,8263 -0,000 0,8852 
b23 0,150 0,1822 1,244 0,0490 -0,019 0,1761 0,011 0,8540 
b24 0,089 0,0270 -0,327 0,1099 0,030 0,0000 -0,018 0,3724 
b34 -0,102 0,1091 -0,356 0,2815 0,037 0,0002 0,043 0,1988 
Kvadratni 
b11 0,001 0,0269 -0,008 0,0180 -0,000 0,2623 -0,000 0,3971 
b22 0,064 0,2699 -0,308 0,3171 0,014 0,0646 -0,039 0,2245 
b33 -0,448 0,0126 -1,740 0,0553 -0,024 0,2300 -0,057 0,5021 
b44 0,010 0,5522 -0,052 0,5804 0,001 0,5954 -0,021 0,0392 
1 – glicerol, 2 – ekstrakt kvasca, 3 - (NH4)2SO4, 4 - K2HPO4 
 
U cilju boljeg razumevanja uticaja inicijalnih koncentracija nutrijenata na preĉnik dobijenih 
zona inhibicije prilikom testiranja antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda 
Xantomonas, konstruisane su odzivne povrńine, odnosno trodimenzionalni grafiĉki prikazi 
interakcije dve nezavisne promenljive (inicijalne koncentracije dva nutrijenta) i njihovog 
uticaja na zavisnu promenljivu (preĉnik zona inhibicije) u ispitivanom opsegu vrednosti 
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nezavisnih promenljivih, pri ĉemu su vrednosti preostale dve nezavisne promenljive jednake 
vrednostima iz centralne taĉke Boks-Benkenovog eksperimentalnog dizajna.  
Posmatrajući prvu odzivnu povrńinu koja prikazuje uticaj inicijalne koncentracije izvora 
ugljenika (glicerol) i inicijalne koncentracije organskog izvora azota (ekstrakt kvasca) (slika 
5.5.A), pri ĉemu su inicijalne koncentracije neorganskog izvora azota ((NH4)2SO4) i izvora 
fosfora (K2HPO4) jednake vrednostima iz centralne taĉke eksperimentalnog plana (1,5 g/l i 
5,5 g/l, redom) moņe se uoĉiti da se minimalni preĉnici zona inhibicije dobijaju pri inicijalnoj 
koncentraciji glicerola u opsegu 15-45 g/l i pri inicijalnoj koncentraciji ekstrakta kvasa koja je 
blizu minimalne vrednosti ispitivanog opsega (0-0,25 g/l). Sa druge strane, maksimalni 
preĉnici zona inhibicije dobijaju se pri inicijalnog koncentraciji glicerola bliskoj minimalnoj 
vrednosti ispitivanog opsega (10-15 g/l) i gotovo maksimalnoj vrednosti inicijalne 
koncentracije ekstrakta kvasca u opsegu 4,5-5 g/l. Iz prikazanih rezultata moņe se zakljuĉiti 
da maksimizaciju preĉnika zona inhibicije favorizuje minimalna inicijalna koncentracija izvora 
ugljenika i maksimalna inicijalna koncentracija organskog izvora azota iz ispitivanih opsega. 
Naredna odzivna povrńina prikazuje uticaj inicijalnih koncentracija izvora ugljenika (glicerol) i 
neorganskog izvora azota ((NH4)2SO4) na preĉnik zona inhibicije (slika 5.5.B), pri ĉemu 
vrednosti preostale dve nezavisne promenljive (inicijalne koncentracije organskog izvora 
azota (ekstrakt kvasca) i izvora fosfora (K2HPO4)) iznose 2,5 g/l i 5,5 g/l, redom. Minimalni 
preĉnik zona inhibicije dobija se pri inicijalnoj koncentraciji glicerola u opsegu 10-35 g/l i 
inicijalnog koncentraciji (NH4)2SO4 u opsegu 0-0,25 g/l. Sa druge strane, maksimalna preĉnik 
zona inhibicije dobija se kada je inicijalna koncentracija glicerola u opsegu 10-15 g/l, a 
inicijalna koncentracija (NH4)2SO4 u opsegu 2-3 g/l. Stoga se moņe zakljuĉiti da kada je u 
pitanju interakcija inicijalne koncentracije izvora ugljenika i neorganskog izvora azota, veći 
uticaj na preĉnik zona inhibicije pokazuje inicijalna koncentracija neorganskog izvora azota, 
jer opseg koncentracija ovog nutrijenta pri istom ispitivanom opsegu koncentracija izvora 
ugljenika odreĊuje maksimalan ili minimalan preĉnik zone inhibicije dobijen kao rezultat 
testiranja antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv 
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. TakoĊe, moņe se zakljuĉiti da maksimalna vrednost 
inicijalne koncentracije neorganskog izvora azota zajedno sa maksimalnom inicijalnom 
koncentracijom organskog izvora azota iz ispitivanog opsega vrednosti favorizuje 
maksimizaciju preĉnika zona inhibicije, ńto ukazuje na visoku potrebu proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis za azotom kao jednim od osnovnih nutrijenata. Ova 
ĉinjenica ukazuje da je antimikrobna aktivnost proizvodnog mikroorganizma posledica ili 
dejstva biomase proizvodnog mikroorganizma, za ĉije je umnoņavanje neophodna velika 
koliĉina azota, ili odreĊenih azotnih jedinjenja ĉijom sposobnobńću produkcije se karakterińe 
Bacillus velezensis, kao ńto su peptidna jedinjenja sa antimikrobnim delovanjem (Singh i 
sar., 2017). 
Interakcija inicijalne koncentracije izvora ugljenika (glicerol) i inicijalne koncentracije izvora 
fosfora (K2HPO4), kao i njihov uticaj na preĉnik zone inhibicije, prikazani su na slici 5.5.C, pri 
ĉemu inicijalne koncentracije organskog (ekstrakt kvasca) i neorganskog izvora azota 
((NH4)2SO4) odgovaraju vrednostima iz centralne taĉke eksperimentalnog dizajna (2,5 g/l i 
1,5 g/l, redom). Minimalan preĉnik zona inhibicije oĉekuje se pri inicijalnoj koncentraciji 
glicerola u opsegu 15-55 g/l i inicijalnoj koncentraciji K2HPO4 u opsegu 1-3,5 g/l. Maksimalan 
preĉnik zone inhibicije oĉekuje se pri inicijalnoj koncentraciji glicerola 10-15 g/l i inicijalnoj 
koncentraciji K2HPO4 u opsegu 9-10 g/l. Moņe se zakljuĉiti da minimalna vrednost inicijalne 
koncentracije izvora ugljenika i maksimalna vrednost inicijalne koncentracije izvora fosfora iz 
ispitivanog opsega favorizuju povećanje antimikrobne aktivnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. 
Posmatrajući prethodne tri odzivne povrńine, jasno je da maksimizaciji preĉnika zona 
inhibicije pogoduje najmanja vrednost inicijalne koncentracije izvora ugljenika iz ispitivanog 
opsega, ńto moņe ukazati i na inhibiciju proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis 
glicerolom u sluĉaju primene visokih inicijalnih koncentracija ovog jedinjenja u hranljivoj 
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podlozi za proizvodnju biokontrolnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas. 
Uticaj inicijalne koncentracije organskog izvora azota (ekstrakt kvasca) i neorganskog izvora 
azota ((NH4)2SO4) na preĉnik zona inhibicije prikazan je na slici 5.5.D, pri ĉemu inicijalne 
koncentracije izvora ugljenika (glicerol) i izvora fosfora (K2HPO4) iznose 35 g/l i 5,5 g/l, 
redom. Minimalan preĉnik zona inhibicije dobija se pri minimalnim vrednostima inicijalnih 
koncentracija oba nutrijenta iz ispitivanih opsega: 0-1 g/l za ekstrakt kvasca i 0-0,25 g/l za 
(NH4)2SO4. Maksimalne vrednosti preĉnika zona inhibicije dobijaju se pri maksimalnim 
vrednostima inicijalnih koncentracija oba nutrijenta u ispitivanim opsezima: 4,5-5 g/l za 
ekstrakt kvasca i 2-3 g/l za (NH4)2SO4, ńto potvrĊuje prethodno diskutovane rezultate gde je 
zakljuĉeno da visoka inicijalna koncentracija i organskog i neorganskog izvora azota 
favorizuje maksimizaciju antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. 
Na slici 5.5.E prikazan je uticaj inicijalne koncentracije organskog izvora azota (ekstrakt 
kvasca) i inicijalne koncentracije izvora fosfora (K2HPO4) na preĉnik zona inhibicije, pri ĉemu 
vrednosti inicijalnih koncentracija izvora ugljenika (glicerol) i neorganskog izvora azota 
((NH4)2SO4) odgovaraju vrednostima iz centralne taĉke eksperimentalnog plana (35 g/l i 1,5 
g/l, redom). Minimalan preĉnik zona inhibicije oĉekuje se pri minimalnim vrednostima 
inicijalne koncentracije ekstraka kvasca iz ispitivanog opsega (0-0,5 g/l) pri inicijalnoj 
koncentraciji izvora fosfora u opsegu 1-5 g/l. Maksimalan preĉnik zona inhibicije oĉekuje se 
pri maksimalnim inicijalnim koncentracijama oba nutrijenta iz ispitivanog opsega (4,5-5 g/l za 
glicerol i 9-10 g/l za K2HPO4), ĉime su joń jednom potvrĊeni visoki nutritivni zahtevi 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis za organskim izvorom azota izvorom 
fosfora kako bi se postigla maksimalna antimikrobna aktivnost protiv fitopatogenih izolata 
roda Xanthomonas. 
Poslednja odzivna povrńina prikazuje uticaj inicijalne koncentracije neorganskog izvora 
azota ((NH4)2SO4) i izvora fosfora (K2HPO4) na preĉnik zona inhibicije (slika 5.5.F), pri ĉemu 
inicijalne koncentracije preostala dva nutrijenta (glicerola i ekstrakta kvasca kao izvora 
ugljenika i organskog izvora azota) odgovaraju vrednostima iz centralne taĉke 
eksperimentalnog dizajna (35 g/l i 2,5 g/l, redom). Minimalan preĉnik zona inhibicije dobija 
se pri minimalnim vrednostima inicijalnih koncentracija (NH4)2SO4 i K2HPO4 iz ispitivanih 
opsega (0-0,5 g/l i 1-3 g/l, redom). Sa druge strane, maksimalan preĉnik zona inhibicije 
dobija se pri inicijalnoj koncentraciji (NH4)2SO4 u opsegu 0,5-3 g/l i pri inicijalnoj koncentraciji 
K2HPO4 u opsegu 6-10 g/l, ĉime je joń jednom potvrĊeno da pored visokih nutritivnih zahteva 
u pogledu organskog izvora azota i izvora fosfora, proizvodni mikroorganizam Bacillus 
velezensis takoĊe pokazuje visoke zahteve i u pogledu neorganskog izvora azota, u ovom 
sluĉaju (NH4)2SO4, radi postizanja maksimalne antimikrobne aktivnosti protiv fitopatogenih 
izolata roda Xanthomonas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 80 
 
  
  
  
Slika 5.5. Odzivne povrńine koje opisuju uticaj inicijalnih koncentracija odabranih nutrijenata 
na preĉnik zona inhibicije tokom modelovanja sastava hranljive podloge na bazi 
komercijalnog glicerola za sledeće kombinacije nezavisnih promenljivih: A – glicerol i 
ekstrakt kvasca; B – glicerol i (NH4)2SO4;  C – glicerol i K2HPO4; D – ekstrakt kvasca i 
(NH4)2SO4; E – ekstrakt kvasca i K2HPO4; F – (NH4)2SO4 i K2HPO4 
 
 
A 
B 
C 
D 
E 
F 
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Iako metodologija odzivnih povrńina predstavlja dobru osnovu za ispitivanje uticaja 
nezavisnih promenljivih, kao i njihovih interakcija, na odabrane zavisne promenljive, i iako se 
dobijene odzivne povrńine mogu iskoristiti za procenu optimalnih vrednosti nezavisnih 
promenljivih kada se kao cilj postavi minimizacija ili maksimizacija zavisne promenljive, za 
potpunu kvantitativnu optimizaciju, u ovom sluĉaju sastava hranljive podloge u pogledu 
inicijalnih koncentracija odabranih nutrijenata, neophodna je primena dodatnih metoda 
odluĉivanja zasnovanih na kvantitativnim pokazateljima, kao ńto je metoda ņeljene funkcije. 
5.4.2. OPTIMIZACIJA SASTAVA HRANLJIVE PODLOGE NA BAZI 
KOMERCIJALNOG GLICEROLA 
Nakon izvrńenog modelovanja odabranih odziva bioprocesa znaĉajnih za sastav hranljive 
podloge za biotehnolońku proizvodnju biokontrolnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih 
izolata roda Xanthomonas primenom proizvodnog mikroorganzima Bacillus velezensis, i 
nakon dobijanja matematiĉkih modela za koje je utvrĊeno da su statistiĉki znaĉajni i da na 
adekvatan naĉin opisuju uticaj ĉetiri nezavisne promenljive (inicijalne koncentracije glicerola, 
ekstrakta kvasca, (NH4)2SO4 i K2HPO4) na odabrane odzive (preĉnik zona inhibicije i 
rezidualne koncentracije glicerola, ukupnog azota u ukupnog fosfora), naredni korak 
predstavlja optimizacija sastava hranljive podloge u pogledu inicijalnih koncentracija 
odabranih nutrijenata kako bi se zadovoljili odreĊeni pokazatelji uspeńnosti bioprocesa. 
Kada je u pitanju modelovanje biotehnolońkih procesa, matematiĉki modeli dobijeni u 
prethodnom koraku istraņivanja predstavljaju osnovu za ispitivanje uticaja nezavisnih 
promenljivih na odabrane odzive, odnosno zavisne promenljive, gde se jednostavnim 
ubacivanjem ņeljenih vrednosti nezavisnih promenljivih u zadatom opsegu moņe izraĉunati 
predviĊena vrednost zavisnih promenljivih na osnovu dobijenih matematiĉkih jednaĉina koje 
predstavljaju modele. Stoga ovi matematiĉki modeli predstavljaju osnovu za simulaciju 
bioprocesa, kao i njegovu dalju optimizaciju u smislu odreĊivanja optimizovanih vrednosti 
nezavisnih promenljivih pri kojima se postiņu optimalne vrednosti zavisnih promenljivih, 
odnosno odziva.  
Jedna od najĉeńće primenjivanih metoda za optimizaciju biotehnolońkih procesa jeste 
metoda ņeljene funkcije (Lee i sar., 2018), koja predstavlja softversko reńenje primene niza 
nelinearnih algoritama u cilju pronalaņenja optimalnog reńenja u skladu sa zadatim ciljem ili 
ciljevima optimizacije. Pri primeni metode ņeljene funkcije neophodno je pre svega odrediti 
ciljeve optimizacije u pogledu maksimizacije ili minimizacije vrednosti posmatranih odziva. 
Osim toga, svakoj nezavisnoj promenljivoj dodeljuju se teņinski koeficijenti, koji odreĊuju 
znaĉajnost uticaja te nezavisne promenljive na ispitivani odziv, a takoĊe je moguće kao cilj 
optimizacije postaviti i minimizaciju ili maksimizaciju vrednosti odreĊenih nezavisnih 
promenljivih. Nakon toga, vrednosti odziva dobijene ubacivanjem pojedinaĉnih vrednosti 
nezavisnih promenljivih u dobijene matematiĉke modele se konvertuju u individualne ņeljene 
funkcije koje mogu imati vrednosti u opsegu od 0 do 1, pri ĉemu vrednost 0 predstavlja 
najmanje poņeljno reńenje, dok vrednost 1 predstavlja najpoņeljnije reńenje u skladu sa 
definisanim ciljem optimizacije. Vrednost ukupne ņeljene funkcije jednaka je geometrijskoj 
sredini vrednosti pojedinaĉnih ņeljenih fukcija (Ferreira i sar., 2007). 
Prilikom procedure optimizacije sastava hranljive podloge u okviru ove doktorske disertacije, 
svim nezavisnim i zavisnim promenljivim dodeljena je vrednost teņinskog koeficijenta 3 (iz 
opsega 1-5), ĉime je svakoj promenljivoj dodeljena ista znaĉajnost uticaja na rezultat 
optimizacije. Sprovedena su dva seta optimizacije sa razliĉitim definisanim ciljevima. 
Prvi set optimizacije sastava hranljive podloge u pogledu definisanja inicijalnih koncentracija 
nutrijenata imao je samo jedan cilj: maksimizaciju preĉnika zona inhibicije kao odziva koji 
direktno reprezentuje antimikrobnu aktivnost proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Posmatrajući rezultate prvog seta 
optimizacije (tabela 5.8.), moņe se uoĉiti da je postizanje maksimalnog preĉnika zone 
inhibicije testiranih uzoraka kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
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velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas potreban sledeći sastav hranljive 
podloge za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma: glicerol 12,01 g/l, ekstrakt kvasca 4,06 
g/l, (NH4)2SO4 2,69 g/l, K2HPO4 8,1 g/l i MgSO4∙7H2O 0,3 g/l. Vrednost dobijene ukupne 
ņeljene funkcije iznosi 1, s obzirom na to da je procedura optimizacije imala samo jedan 
zadati cilj: maksimizaciju preĉnika zona inhibicije. Iz prikazanih rezultata optimizacije sastava 
hranljive podloge moņe se zakljuĉiti da su u znaĉajnoj korelaciji sa rezultatim dobijenim 
primenom metodologije odzivne povrńine, gde je zakljuĉeno da se maksimalan preĉnik zona 
inhibicije postiņe primenom hranljive podloge za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma koja 
sadrņi inicijalnu koncentraciju glicerola blisku naniņoj vrednosti ispitivanog opsega (10-60 
g/l), kao i da su potrebne inicijalne koncentracije preostalih ispitivanih nutrijenata (ekstrakta 
kvasca, (NH4)2SO4 i K2HPO4) bliske maksimalnim vrednostima ispitivanih opsega za ove 
nutrijente (0-5 g/l za ekstrakt kvasca, 0-3 g/l za (NH4)2SO4 i 1-10 g/l za K2HPO4), ńto ponovo 
ukazuje na visoke nutritivne zahteve proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u 
pogledu izvora azota i fosfora. 
Na osnovu dobijenih optimizovanih vrednosti nezavisnih promenljivih, njihovim ukljuĉivanjem 
u matematiĉke modele dobijene u prethodnom koraku modelovanja mogu se izraĉunati 
predviĊene vrednosti odabranih odziva. Iz prikazanih rezultata prvog seta optimizacije moņe 
se videti da je pri optimizovanom sastavu hranljive podloge predviĊen preĉnik zona inhibicije 
od 66,75 mm. MeĊutim, ovakav sastav hranljive podloge za kultivaciju proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis rezultovao bi po zavrńetku bioprocesa kultivacionom 
teĉnońću koja sadrņi priliĉno visoke rezidualne koncentracije nutrijenata: 2,05 g/l za glicerol, 
1,60 g/l za ukupni azot i 2,78 g/l za ukupni fosfor, ńto ukazuje na nepotpuno iskorińćenje 
prisutnih nutrijenata i potencijalni problem koji bi predstavljalo odlaganje rezultujućeg 
efluenta bioprocesa. Visoke koncentracije organskih komponenti, azotnih jedinjenja, kao i 
jedinjenja fosfora, koji predstavlja osnovni uzrok eutrofikacije prirodnih recipijenata 
industrijskih otpadnih tokova (Ngatia i Taylor, 2018), predstavljaju veliki problem za 
odlaganje efluenata bioprocesa u ņivotnu sredinu. Sa druge strane, prisustvo većih 
rezidualnih koliĉina nutrijenata u efluentima bioprocesa povećava ukupne trońkove 
bioprocesa u pogledu smanjene iskorińćenosti tih nutrijenata i povećanja trońkova obavezne 
obrade efluenata pre njihovog odlaganja u ņivotnu sredinu. Stoga je u okviru ovog 
istraņivanja sproveden joń jedan set optimizacije sastava hranljive podloge sa ciljem 
ispitivanja mogućnosti redukovanja, odnosno minimizacije rezidualnih koncentracija 
nutrijenata u kultivacionoj teĉnosti po zavrńetku bioprocesa proizvodnje biokontrolnih 
agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas primenom proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis. 
Tabela 5.8. Optimizovane vrednosti variranih faktora i predviĊene vrednosti odziva dobijene 
kao rezultat optimizacije sastava hranljive podloge na bazi komercijalnog glicerola 
 Prvi set optimizacije Drugi set optimizacije 
Faktori Cilj 
Optimizovana 
vrednost 
Cilj 
Optimizovana 
vrednost 
Glicerol (g/l) u opsegu 12,01 u opsegu 10,00 
Ekstrakt kvasca (g/l) u opsegu 4,06 u opsegu 2,83 
(NH4)2SO4 (g/l) u opsegu 2,69 u opsegu 3,00 
K2HPO4 (g/l) u opsegu 8,11 u opsegu 1,07 
Odzivi Cilj 
PredviĊena 
vrednost 
Cilj 
PredviĊena 
vrednost 
Preĉnik zone inhibicije (mm) maksimalan 66,75 maksimalan 60,43 
Rezidualni sadrņaj glicerola (g/l) u opsegu 2,05 minimalan 1,41 
Rezidualni sadrņaj ukupnog azota 
(g/l) 
u opsegu 1,60 minimalan 0,92 
Rezidualni sadrņaj ukupnog 
fosfora (g/l) 
u opsegu 2,78 minimalan 0,13 
Vrednost ţeljene funkcije 1,00 0,77 
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Posmatrajući rezultate drugog seta optimizacije sastava hranljive podloge (tabela 5.8.), 
moņe se zakljuĉiti da je primenom dodatnog kriterijuma optimizacije (minimizacije rezidualnih 
koncentracija glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora) postignuto smanjenje predviĊenih 
rezidualnih koncentracija nutrijenata u kultivacionoj teĉnosti po zavrńetku bioprocesa za 
31,22% kada je u pitanju glicerol, 42,50% kada je u pitanju ukupni azot i ĉak 95,32% kada je 
u pitanju ukupni fosfor, u poreĊenju sa rezultatima prvog seta optimizacije. Najznaĉajnije 
smanjenje postignuto je svakako u sluĉaju rezidualnog sadrņaja ukupnog fosfora, ńto 
predstavlja najveći doprinos pre svega zbog prethodno pomenute mogućnosti eutrofikacije 
prirodnih recipijenata zahvaljujući prisustvu fosfora u industrijskim otpadnim vodama koje se 
u njih ispuńtaju. Kao rezultat definisanja dodatnog cilja optimizacije, vrednost ņeljene funkcije 
je sa vrednosti 1 u prvom setu optimizacije opala na 0,77 u drugom setu optimizacije, ńto i 
dalje predstavlja zadovoljavajuću vrednost u pogledu ispunjenosti ciljeva optimizacije. Osim 
toga, primetan je i pad predviĊene vrednosti preĉnika zona inhibicije sa 66,75 mm u prvom 
setu optimizacije na 60,43 mm u drugom setu optimizacije, ńto predstavlja smanjenje od 
9,47%. Sa druge strane, kada se posmatraju zahtevane inicijalne koncentracije nutrijenata u 
prvom i drugom setu optimizacije, moņe se zakljuĉiti da je smanjenje rezidualnih 
koncentracija nutrijenata u drugom setu optimizacije dovelo i do smanjene potrebe za 
nutrijentima inicijalno prilikom pripreme hranljive podlogle za kultivaciju, stoga se moņe uoĉiti 
smanjenje potrebnih inicijalnih koliĉina nutrijenata od 16,74% za glicerol, 30,30% za ekstrakt 
kvasca i 86,81% za K2HPO4 u poreĊenju sa prvim setom optimizacije. Jedino se u sluĉaju 
neorganskog izvora azota ((NH4)2SO4) moņe primetiti potreba za povećanjem inicijalne 
koncentracije u poreĊenju sa prvim setom optimizacije za 11,52%. Ovi rezultati ukazuju na 
mogućnost smanjenja trońkova bioprocesa smanjenjem trońkova pripreme hranljive podloge 
za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis redukcijom potrebnih 
inicijalnih koncentracija nutrijenata u drugom setu optimizacije, kao i smanjenjem trońkova 
prerade i odlaganja otpadnih tokova bioprocesa redukcijom rezidualnih koncentracija 
nutrijenata u kultivacionoj teĉnosti po zavrńetku kultivacije. Stoga bi dalja tehno-ekonomska 
analiza bioprocesa na osnovu dobijenih rezultata trebala da generińe procenu isplativosti 
rezultujućeg smanjenja antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas od oko 10% u poreĊenju sa 
benefitima koji se postiņu navedenim smanjenjem trońkova bioprocesa. 
5.4.3. VALIDACIJA REŠENJA HRANLJIVE PODLOGE OPTIMIZOVANOG 
SASTAVA NA BAZI KOMERCIJALNOG GLICEROLA 
Sa ciljem ispitivanja toka bioprocesa uz primenu optimizovanog sastava hranljive podloge na 
bazi komercijalnog glicerola iz prethodne faze istraņivanja, izvedene su kultivacije 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u uvećanim razmerama, odnosno u 
Vulfovim bocama ukupne zapremine 2 l i laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 3 l, 
pod taĉno definisanim procesnim uslovima (poglavlje 4.4.). Razlika izmeĊu ova dva naĉina 
izvoĊenja bioprocesa ogleda se, osim u zapremini hranljive podloge, i u uslovima aeracije i 
meńanja tokom izvoĊenja bioprocesa: pri kultivaciji u Vulfovim bocama primenjuje se 
eksterno meńanje na laboratorijskoj tresilici (150 o/min) i interna aeracija (0,75 vvm) manjom 
brzinom usled odsustva internog meńanja, dok se u laboratorijskom bioreaktoru primenjuje 
interno meńanje posredstvom Ruńtonove turbine sa dva impelera (250 o/min) i interna 
aeracija (1 vvm).  
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5.4.3.1. Praćenje toka kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge 
optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola 
Prilikom kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama sa 
ciljem proizvodnje biokontrolnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas praćeni su sledeći parametri bioprocesa: sadrņaj biomase proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis, rezidualne koncentracije nutrijenata (glicerola, ukupnog 
azota i ukupnog fosfora) u kultivacionoj teĉnosti, kao i antimikrobna aktivnost uzoraka 
kultivacione teĉnosti protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. U cilju prikupljanja 
navedenih eksperimentalnih podataka vrńena su uzorkovanja kultivacione teĉnosti u taĉno 
definisanim vremenskim intervalima (12 h) tokom bioprocesa u trajanju od 96 h. Rezultati 
prikazani u okviru ovog poglavlja predstavljaju srednje vrednosti iz ĉetiri kultivacije 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama primenom hranljive 
podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola. 
Sadrņaj biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u toku kultivacije u 
Vulfovim bocama praćen je primenom spektrofotometrijske metode odreĊivanja optiĉke 
gustine kultivacione teĉnosti merenje apsorbance uzorka kultivacione teĉnosti na talasnoj 
duņini 600 nm, uz primenu hranljive podloge korińćene za kultivaciju kao slepe probe. Druga 
metoda za odreĊivanje sadrņaja biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis 
predstavlja gravimetrijsko odreĊivanje sadrņaja suve materije biomase proizvodnog 
mikroorganizma izdvojene centrifugiranjem (10000 o/min, 20 min) nakon suńenja (105°C) do 
postizanja konstantne mase, na osnovu koga moņe biti izraĉunata koncentracija biomase 
proizvodnog mikroorganizma u kultivacionoj teĉnosti uzimajući u obzir zapreminu uzorka 
koja je centrifugirana. Na osnovu rezultata prikazanih na slici 5.6. moņe se oĉekivano uoĉiti 
sliĉan trend promene sadrņaja biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis 
odreĊen primenom obe metode, koji odgovara standardnoj krivi rasta bakterija. Na poĉetku 
kultivacije, do 24. ĉasa kultivacije, uoĉava se mali porast sadrņaja biomase usled odvijanja 
lag faze, odnosno faze prilagoĊavanja proizvodnog mikroorganizma uslovima kultivacije i 
primenjenoj hranljivoj podlozi. Nakon toga, u periodu izmeĊu 24. i 48. ĉasa kultivacije, 
uoĉava se log faza intenzivnog rasta i umnoņavanja biomase proizvodnog mikroorganizma. 
Neńto sporije umnoņavanje proizvodnog mikroorganizma moņe se uoĉiti u periodu izmeĊu 
48. i 60. ĉasa kultivacije, nakon ĉega nastupa stacionarna faza rasta u kojoj se uoĉava 
pribliņno konstantan sadrņaj biomase proizvodnog mikroorganizma usled ravnoteņe izmeĊu 
umnoņavanja i odumiranja bakterijskih ćelija. Moņe se uoĉiti da je tokom kultivacije 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama postignuta maksimalna 
koncentracija biomase proizvodnog mikroorganizma od 1,9 g/l, ńto u odnosu na poĉetnu 
koncentraciju biomase (0,22 g/l) predstavlja povećanje sadrņaja biomase za oko osam puta. 
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Slika 5.6. Praćenje toka kultivacije u pogledu sadrņaja biomase proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezensis tokom kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge 
optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola 
 
Rezidualne koncentracije nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora) u 
kultivacionoj teĉnosti tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u 
Vulfovim bocama odreĊene su primenom odgovarajućih analitĉkih metoda (poglavlje 4.5.2.) 
u definisanim vremenskim intervalima tokom kultivacije u kojima su uzimani uzorci 
kultivacione teĉnosti. Uzorci kultivacione teĉnosti su centrifugirani (10000 o/min, 20 min) sa 
ciljem uklanjanja biomase proizvodnog organizma i dobijanja supernatanta osloboĊenog 
ćelija koji je dalje korińćen za odreĊivanje rezidualnih koncentracija nutrijenata. Rezultati 
ovih odreĊivanja prikazani su na slici 5.7. U toku kultivacije proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezensis dońlo je do znaĉajnog smanjenja koncentracije svih ispitivanih nutrijenata 
usled njihovog usvajanja od strane proizvodnog mikroorganizma i potrońnje za sintezu 
ćelijskih komponenti (umnoņavanja biomase proizvodnog mikroorganizma) i za sintezu 
primarnih i sekundarnih proizvoda metabolizma. Najveće smanjenje zabeleņeno je u sluĉaju 
koncentracije glicerola sa poĉetnih 10,84 g/l na finalnih 1,58 g/l, ńto ukazuje na ĉinjenicu da 
je 85,42% inicijalne koliĉine glicerola utrońeno u toku bioprocesa od strane proizvodnog 
mikroorganizma. TakoĊe, tokom ĉitavog bioprocesa moņe se uoĉiti gotovo ravnomerna 
potrońnja glicerola. Kada je u pitanju potrońnja ukupnog azota, na samom poĉetku kultivacije 
moņe se uoĉiti slabija potrońnja ovog nutrijenta u skladu sa odvijanjem lag faze 
prilagoĊavanja proizvodnog mikroorganizma uslovima kultivacije. U periodu izmeĊu 24. i 48. 
ĉasa kultivacije uoĉava se intenzivnija potrońnja ovog nutrijenta useld faze intenzivnog rasta 
i umnoņavanja biomase proizvodnog mikroorganizma. Nakon toga, primetna je sporija 
potrońnja izvora azota do kraja kultivacije. Sliĉan trend moņe se uoĉiti i kada je u pitanju 
potrońnja fosfora od strane proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis tokom 
kultivacije u Vulfovim bocama (slika 5.7.). 
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Slika 5.7. Praćenje toka kultivacije u pogledu rezidualnih koncentracija nutrijenata tokom 
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama primenom 
hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola 
 
Tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama 
praćena je i antimikrobna aktivnost uzoraka kultivacione teĉnosti, uzimanih u taĉno 
definisanim vremenskim intervalima tokom kultivacije, protiv tri fitopatogena izolata: 
Xanthomonas campestris Mn 7-2, izolovanog iz kupusa sa simtomima crne truleņi, i dva 
izolata vrste Xanthomonas euvesicatoria oznaĉena kao PAP LIST 1 i PAP LIST 3, izolovana 
sa lista paprike sa simptomima bakteriozne pegavosti. Testiranje antimikrobne aktivnosti 
vrńeno je disk-difuzionom metodom. Nakon inkubacije Petri ploĉa sa zasejanim 
fitopatogenim izolatima i diskovima na koje su naneti uzorci kultivacione teĉnosti koja je 
trajala 72 h vrńeno je merenje preĉnika dobijenih zona inhibicije, odnosno podruĉja oko 
diskova u kojima se ne uoĉava rast fitopatogenih izolata (slika 5.9.). Na slici 5.8. su 
prikazane srednje vrednosti preĉnika zona inhibicije dobijenih za svaki fitopatogeni izolat 
testiranjem uzoraka kultivacione teĉnosti iz definisanih vremenskih intervala kultivacije. Iz 
prikazanih rezultata moņe se zakljuĉiti da proizvodni mikroorganizam Bacillus velezensis 
ispoljava veću antimikrobnu aktivnost prema izolatu sa kupusa Xanthomonas campestris Mn 
7-2, s obzirom na to da su kod ovog izolata izmereni veći preĉnici zona inhibicije, odnosno 
izvodi se zakljuĉak da je ovaj izolat osetljiviji na delovanje biokontrolnih agenasa Bacillus 
velezensis u poreĊenju sa izolatima sa lista paprike, Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 
1 i PAP LIST 3. Kod sva tri testirana fitopatogena izolata moņe se uoĉiti sliĉan trend 
promene srednje vrednosti preĉnika zona inhibicije, koji prati promenu sadrņaja biomase 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis prikazanu na slici 5.6. Na slici 5.9. 
prikazane su zone inhibicije dobijene testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka 
kultivacione teĉnosti (96 h) proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv 
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Sa prikazanih slika dobijenih zona inhibicije moņe 
se zakljuĉiti da najveći deo antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis potiĉe od kompeticije za prostor i nutrijente sa fitopatogenim izolatima, dok se 
prisustvo zone prosvetljenja oko rasta proizvodnog mikroorganizma moņe protumaĉiti 
proizvodnjom proizvoda metabolizma sa sposobnońću difuzije kroz hranljivu podlogu za 
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testiranje antimikrobne aktivnosti i inhibicije rasta testiranih fitopatogenih izolata. Stoga je 
kao jedan od ciljeva ove doktorske disertacije postavljena i identifikacija antimikrobnih 
jedinjenja ĉiju sposobnost produkcije ispoljava proizvodni mikroorganizam Bacillus 
velezensis, uzimajući u obzir ńiroku lepezu metabolita sa antimikrobnom aktivnońću koju 
produkuju bakterije roda Bacillus (Stein i sar., 2005; Fira i sar., 2018; Zhao i sar., 2018).  
 
Slika 5.8. Praćenje toka kultivacije u pogledu antimikrobne aktivnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas tokom 
kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi 
komercijalnog glicerola 
 
Xanthomonas campestris 
Mn 7-2 
Xanthomonas euvesicatoria 
PAP LIST 1 
Xanthomonas euvesicatoria 
PAP LIST 2 
   
Slika 5.9. Zone inhibicije dobijene testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione 
teĉnosti (96 h) proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata 
roda Xanthomonas tokom kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge 
optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola 
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5.4.3.2. Praćenje toka kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive 
podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola 
Prilikom kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom 
bioreaktoru ukupne zapremine 3 l (radna zapremina 2 l) sa ciljem proizvodnje biokontrolnih 
agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas praćeni su sledeći 
parametri bioprocesa: temperatura, vrednost pH, sadrņaj biomase proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis, rezidualne koncentracije nutrijenata (glicerola, ukupnog 
azota i ukupnog fosfora) u kultivacionoj teĉnosti, kao i antimikrobna aktivnost uzoraka 
kultivacione teĉnosti protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. S obzirom da je tokom 
bioprocesa vrńena termoregulacija grejanjem bioreaktora spoljańnjom oblogom i hlaĊenjem 
kultivacione teĉnosti promenom protoka hladne vode kroz hladnjak uronjen u kultivacionu 
teĉnost, u toku trajanja bioprocesa temperatura je odgovarala zadatoj vrednosti temperature 
(28°C), koja je optimalna za rast proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis. U toku 
bioprocesa vrńeno je kontinualno merenje vrednosti pH kultivacione teĉnosti primenom 
staklene pH elektrode. U cilju prikupljanja preostalih navedenih eksperimentalnih podataka 
vrńena su uzorkovanja kultivacione teĉnosti u taĉno definisanim vremenskim intervalima (12 
h) tokom bioprocesa u trajanju od 96 h. Tokom bioprocesa vrńeno je interno meńanje 
kultivacione teĉnosti primenom Ruńtonove turbine sa dva impelera brzinom 250 o/min, kao i 
interna aeracija sterilnim vazduhom brzinom od 1 vvm. Rezultati prikazani u okviru ovog 
poglavlja predstavljaju srednje vrednosti iz tri kultivacije proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog 
sastava na bazi komercijalnog glicerola. 
Prilikom praćenja sadrņaja biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis tokom 
kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru (slika 5.10.) primenjene su iste analitiĉke metode 
kao u sluĉaju kultivacije proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama (spektrofotometrija 
i gravimetrija). Kao i prilikom kultivacije proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama, i 
prilikom kultivacije u bioreaktoru zapaņa se karakteristiĉan trend promene sadrņaja biomase 
u toku kultivacije koji odgovara tipiĉnoj bakterijskoj krivi rasta. MeĊutim, velika razlika u 
odnosu na kultivaciju proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama jeste postignuta 
maksimalna koncentracija biomase proizvodnog mikroorganizma u bioreaktoru, koja je 
iznosila 3,64 g/l. U odnosu na poĉetak kultivacije u bioreaktoru postignuto je povećanje 
sadrņaja biomase za vińe od 12 puta. Sa druge strane, u poreĊenju sa maksimalnim 
sadrņajem biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis tokom kultivacije u 
Vulfovim bocama (1,9 g/l), tokom kultivacije u bioreaktoru postignuto je povećanje sadrņaja 
biomase proizvodnog mikroorganizma za 91,84%, odnosno skoro dva puta veća 
koncentracija biomase proizvodnog mikroorganizma. Ovakav rezultat kultivacije proizvodnog 
mikroorganizma u bioreaktoru moņe se objasniti boljim uslovima za rast proizvodnog 
mikroorganizma u pogledu temperature, prenosa mase nutrijenata zahvaljujući internom 
meńanju, ali i boljem prenosu mase kiseonika zahvaljujući većoj brzini aeracije i boljem 
dispergovanju gasa (zahvaljujući specifiĉnoj konstrukciji aeratora kojom se obezbeĊuje 
dobijanje sitnih mehurića vazduha, ĉime se povećava kontaktna povrńina gas-teĉnost i 
obezbeĊuje bolji prenos mase kiseonika, ĉemu doprinosi i interno meńanje).  
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Slika 5.10. Praćenje toka kultivacije u pogledu sadrņaja biomase proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru 
primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola 
 
Iako je promena vrednosti pH tokom kultivacije praćena kontinualno, na slici 5.11. su 
prikazani rezultati merenja zabeleņeni na svaka ĉetiri ĉasa tokom kultivacije proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru. Iz prikazanih rezultata 
mogu se videti periodi kultivacije i faze rasta proizvodnog mikroorganizma u toku kojih je 
dolazilo do produkcije kiselih ili baznih proizvoda metabolizma. Moņe se zakljuĉiti da je 
intenzivna faza rasta proizvodnog mikroorganizma propraćena sintezom kiselih proizvoda 
metabolizma i sniņavanjem vrednosti pH kultivacione teĉnosti.  
 
Slika 5.11. Praćenje toka kultivacije u pogledu vrednosti pH kultivacione teĉnosti tokom 
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru 
primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola 
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Rezultati odreĊivanja rezidualnih koncentracija nutrijenata tokom kultivacije proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru prikazani su na slici 5.12. 
Sliĉan trend promene koncentracija nutrijenata zapaņa se i tokom kultivacije proizvodnog 
mikroorganizma u Vulfovim bocama i tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru, kao i 
povezanost potrońnje nutrijenata sa rastom i umnoņavanjem biomase proizvodnog 
mikroorganizma. Eksponencijalna faza rasta proizvodnog mikroorganizma okarakterisana 
brņom potrońnjom nutrijenata uoĉava se u periodu izmeĊu 24. i 48. ĉasa. Uoĉljivo je da 
nakon 60. ĉasa kultivacije brzina potrońnje svih nutrijenata opada i postaje gotovo 
konstantna, ńto odgovara stacionarnoj fazi rasta proizvodnog mikroorganizma. Moņe se 
zapaziti smanjenje koncentracije glicerola sa inicijalne vrednosti od 10,14 g/l na finalnu 
koncentraciju od 1,36 g/l, odnosno potrońnju glicerola (stepen konverzije) od 86,59% u toku 
kultivacije proizvodnog mikroorganizma. Sa druge strane, stepeni konverzije izvora azota i 
fosfora u toku kultivacije proizvodnog mikroorganizma bili su manji: 37,88% za azot i 67,88% 
za fosfor. Manja iskorińćenost ova dva nutrijenta u toku kultivacije proizvodnog 
mikroorganizma moņe se pripisati rezultatima optimizacije sastava hranljive podloge na bazi 
komercijalnog glicerola, gde je bilo neophodno napraviti kompromis izmeĊu zadatih ciljeva 
optimizacije: minimizacije rezidualnih koncentracija nutrijenata i maksimizacije antimikrobne 
aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas, odnosno maksimizacije preĉnika zona inhibicije. Vrednosti rezidualnih 
koncentracija svih nutrijenata iz 96. ĉasa kulivacije u saglasnosti su sa vrednostima koje su 
predvidele regresione jednaĉine za rezidualni sadrņaj glicerola, ukupnog azota i ukupnog 
fosfora dobijene u fazi modelovanja. Rezidualna koncentracija glicerola iznosi 1,36 g/l u 
poreĊenju sa predviĊenom vrednońću od 1,41 g/l, dok rezidualne koncentracije ukupnog 
azota i ukupnog fosfora iznose 0,897 g/l i 0,15 g/l, redom, u poreĊenju sa modelima 
predviĊenim vrednostima od 0,92 g/l za rezidualni sadrņaj ukupnog azota i 0,13 g/l za 
rezidualni sadrņaj ukupnog fosfora. 
 
Slika 5.12. Praćenje toka kultivacije u pogledu rezidualnih koncentracija nutrijenata tokom 
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru 
primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola 
 
0
2
4
6
8
10
12
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1
1.2
1.4
1.6
0 12 24 36 48 60 72 84 96
K
o
n
c
e
n
tr
a
c
ij
a
 g
li
c
e
ro
la
 (
g
/l
) 
K
o
n
c
e
n
tr
a
c
ij
a
 u
k
u
p
n
o
g
 a
z
o
ta
 (
g
/l
) 
K
o
n
c
e
n
tr
a
c
ij
a
 u
k
u
p
n
o
g
 f
o
s
fo
ra
 (
g
/l
) 
Vreme (h) 
Rezidualna koncentracija ukupnog fosfora (g/l)
Rezidualna koncentracija ukupnog azota (g/l)
Rezidualna koncentracija glicerola (g/l)
 91 
 
Rezultati praćenja antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis 
protiv tri fitopatogena izolata roda Xanthomonas (Xanthomonas campestris Mn 7-2, 
izolovanog iz kupusa sa simtomima crne truleņi, i dva izolata vrste Xanthomonas 
euvesicatoria oznaĉena kao PAP LIST 1 i PAP LIST 3, izolovana sa lista paprike sa 
simptomima bakteriozne pegavosti) tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru prikazani 
su na slici 5.13. Kao i prilikom kultivacije proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama, 
trend promene preĉnika zona inhibicije prati rast i umnoņavanje biomase proizvodnog 
mikroorganizma. Na slici 5.14. prikazane su zone inhibicije dobijene testiranjem 
antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti (96 h) proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Antagonistiĉko dejstvo 
biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv testiranih fitopatogenih 
izolata roda Xanthomonas potvrĊeno je i slikama na kojima su prikazane dobijene zone 
inhibicije, na kojima se moņe uoĉiti suzbijanje rasta fitopatogenih izolata mehanizmima 
kompeticije i produkcije antimikrobnih jedinjenja (slika 5.14.). Maksimalne vrednosti preĉnika 
zona inhibicije iznosile su 67,25 mm za izolat Xanthomonas campestris Mn 7-2, 59,61 mm 
za izolat Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 1 i 61,26 mm za izolat Xanthomonas 
euvesicatoria PAP LIST 2. Dobijene vrednosti preĉnika zona inhibicije su mnogo veće u 
poreĊenju sa vrednostima preĉnika zona inhibicije dobijenim tokom kultivacije proizvodnog 
mikroorganizma u Vulfovim bocama, ńto se opet moņe povezati sa boljim uslovima 
kultivacije koje obezbeĊuje laboratorijski bioreaktor u poreĊenju sa Vulfovim bocama, kao i 
rezultujućim većim sadrņajem biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezenis 
tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru, koji neminovno implicira i veći stepen 
antimikrobne aktivnosti protiv testiranih fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. 
 
Slika 5.13. Praćenje toka kultivacije u pogledu antimikrobne aktivnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas tokom 
kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog sastava 
na bazi komercijalnog glicerola 
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Slika 5.14. Zone inhibicije dobijene testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione 
teĉnosti (96 h) proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata 
roda Xanthomonas tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive 
podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola 
 
5.5. IDENTIFIKACIJA ANTIMIKROBNIH JEDINJENJA 
PROIZVEDENIH OD STRANE PROIZVODNOG 
MIKROORGANIZMA Bacillus velezensis TOKOM 
KULTIVACIJE U LABORATORIJSKOM BIOREAKTORU 
Pripadnici roda Bacillus ispoljavaju izvanrednu biokontrolnu aktivnost prema fitopatogenima 
zahvaljujući sposobnosti produkcije lipopeptidnih antibiotika (surfaktin, fengicin, iturin, 
bacilomicin) (Guo i sar., 2014). Amfifilna struktura lipopeptida, koja podrazumeva hidrofilni 
peptidni deo i hidrofobni deo koji predstavlja masna kiselina, pokazuje znaĉajne prednosti u 
odnosu na iskljuĉivo peptidnu prirodu jedinjenja sa antimikrobnim delovanjem. Lipopeptidi su 
najĉeńće cikliĉne prirode zbog uspostavljanja ili indirektne veze izmeĊu C-kraja peptidnog 
ostatka i β-hidroksi masne kiseline ili direktne veze sa α-amino kiselinom (Mnif i Ghribi, 
2015). Osim toga, veliki broj sojeva roda Bacillus proizvodi biosurfaktante (Plaza i sar., 2015; 
Chen i sar., 2016). Biosurfaktanti predstavljaju povrńinski bioaktivne agense koji sadrņe 
lipofilne i hidrofilne delove (Kosaric i sar., 1987). Njihovo delovanje se ogleda u smanjenju 
povrńinskog i interfacijalnog napona izmeĊu individualnih molekula koji su u kontaktu, kao i u 
formiranju selektivnih jonskih pora u membranskom dvosloju. Pokazano je da veliki broj 
biosurfaktanata poseduje antiviralna, antibakterijska, antifungalna, antiinsekticidna i 
hemolitiĉka svojstva (Mnif i Ghribi, 2015).  
Lipopeptidi predstavljaju jedinjenja cikliĉne strukture koja proizvode bakterije rodova Bacillus 
i Pseudomonas. Ova jedinjenja se sastoje od hidrofilnog peptidnog dela, duņine 7-10 
aminokiselina, koji je povezan sa hidrofobnim delom koji ĉini masna kiselina (Smith i sar., 
2010). Cikliĉni lipopeptidi bakterija roda Bacillus uglavnom se svrstavaju u tri familije: 
surfaktini, iturini i fengicini. Fengicin sadrņi peptidni niz od 10 aminokiselina i masnu kiselinu 
sa 14-18 ugljenikovih atoma.  
Familija iturina obuhvata heptapeptide sa hiralnom sekvencom koja predstavlja kombinaciju 
aminokiselina L-konfiguracije i D-konfiguracije u redosledu LDDLLDL. Iturini, dakle, sadrņe 
peptidnu sekvencu od sedam aminokiselina koja je povezana sa masnom kiselinom koja 
sadrņi 14-17 ugljenikovih atoma.Cikliĉna struktura iturina se uspostavlja amidnom vezom 
izmeĊu N-kraja β-amino masne kiseline i C-kraja peptidnog lanca (Cochrane i Vederas, 
2016). U familiju iturina spadaju iturini, miksirini (Zhang i sar., 2004), subtulen (Thasana i 
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sar., 2010), mikosubtilin (Peypoux i sar., 1986), mojavensin (Ma i sar., 2012) i bacilomicini. 
Lipopeptidi iz familije iturina ispoljavaju prvenstveno antifungalnu aktivnost, uz ograniĉenu 
antibakterijsku aktivnost (Eshita i sar., 1995). Predloņeni mehanizam fungicidnog delovanja 
ogleda se interakciji sa sterolnim komponentama membrane gljiva, ĉime dolazi do povećanja 
permeabilnosti membrane za K+ jone (Maget-Dana i sar., 1989). Iturin A ispoljava ńirok 
spektar antfungalne aktivnosti, ukljuĉujući delovanje protiv gljiva rodova Rhizoctonia, 
Penicillium, Aspergillus, Fusarium i Colletotrichum (Yu i sar., 2002; Gong i sar., 2006; 
Pyoung i sar., 2010). Bacilomicin D inhibira rast gljiva Aspergillus flavus, Aspergillus niger, 
Candida albicans, Fusarium oxysporum i Kluyveromyces bulgaris (Moyne i sar., 2001). 
TakoĊe, bacilomicin F i bacilomicin L ispoljavaju snaņno antifungalno dejstvo protiv razliĉitih 
fungalnih patogena (Eshita i sar., 1995). 
Surfaktini se nalaze meĊu najvaņnijim lipopeptidima detektovanim u rizosferi i biljkama, koga 
proizvode bakterije roda Bacillus (Nihorimbere i sar., 2012). Surfaktini su najbolje prouĉeni 
cikliĉni lipopeptidi koji se sastoje od peptidne sekvence od sedam aminokiselina (LLDLLDL), 
koja je povezana sa masnom kiselinom koja moņe da sadrņi 13-16 ugljenikovih atoma. Za 
razliku od iturina, kod surfaktina se ciklizacija molekula odvija uspostavljanjem estarske 
veze. Surfaktini se intenzivno prouĉavaju zbog izuzetno snaņne biosurfaktantske aktivnosti, 
sposobnosti suzbijanja fitopatogena – izazivaĉa biolesti biljaka, kao i zbog niske toksiĉnosti 
prema ljudima i ņivotnoj sredini (Cawoy i sar., 2014). Uzimajući u obzir njihovu amfifilnu 
prirodu, jasno je zbog ĉega surfaktini predstavljaju odliĉnu grupu surfaktanata. Njihovo 
antimikrobno dejstvo se uglavnom ogleda u naruńavanju strukture membrane. Za razliku od 
fungicida koji suzbiljaju rast gljiva targetiranjem sinteze proteina ili replikacije DNK, surfaktin 
inhibira rast bakterija naruńavanjem strukture memrane ili njenom dezintegracijom putem 
fiziĉko-hemijske interakcije (Deleu i sar., 2013) ili suzbija rast gljiva podsticanjem 
kolonizacije bakterija koje ispoljavaju benefitna svojstva prema biljkama (Jia i sar., 2015) ili 
indukuju sistemsku rezistentnost biljaka (Ongena i Jacques, 2008; Jourdan i sar., 2009; 
Cawoy i sar., 2014). Pri velikim koncentracijama surfaktin ispoljava dejstvo sliĉno 
deterdņentu, dok pri umerenim vrednostima koncentracija formira pore koje mogu da 
propuńtaju jone na ćelijskoj membrani (Heerklotz i Seelig, 2007). Vezivanje surfaktina za 
Ca2+ jon olakńava njegovu penetraciju u membranu. Surfaktin takoĊe moņe da doprinese 
prenosu drugih monovalentnih i divalentnih jona kroz ćelijsku membranu, ńto rezultuje 
inhibicijom aktivnosti cikliĉne AMP (adenozin monofosfat) fosfodiesteraze (Thimon i sar., 
1992).  
MeĊutim, visoki trońkovi biotehnolońke proizvodnje surfaktina ograniĉavaju njegovu 
komercijalnu primenu u poljoprivredi. Postoji nekoliko strategija za povećanje prinosa 
surfaktina, kao i za redukciju trońkova njegove proizvodnje, kao ńto su genetiĉke izmene 
proizvodnih sojeva roda Bacillus za komercijalnu primenu (Ohno i sar., 1995), primena agro-
industrijskog otpada kao izvora ugljenika (Zhu i sar., 2013; Gurjar i Sengupta., 2015), 
optimizacija sastava kultivacionog medijuma (Ghribi i Ellouze-Chaabouni, 2011; Liu i sar., 
2012; Zhao i sar., 2013; Willenbacher i sar., 2015) i uslova kultivacije (Sameh i sar., 2013), 
dizajniranjem specifiĉnih bioreaktora i primenom tehnika koje spreĉavaju stvaranje pene 
(Willenbacher i sar., 2015; Najmi i sar., 2018) itd. Coutte i sar. (2015) su uspeli da povećaju 
prinos surfaktina 20,9 puta optimizacijom sastava kultivacionog medijuma. Dhali i sar. (2017) 
su uspeli da povećaju prinos surfaktina, kao i udeo aktivnih izoformi surfaktina, naroĉito 
izoforme C14 sa linearnim lancem masne kiseline, primenom genetiĉkog inņenjeringa 
metaboliĉkog puta razgranatih masnih kiselina. U ovom istraņivanju je otkriveno da je 
acetoin kljuĉni metabolit povezan sa proizvodnjom ove izoforme surfaktina sa linearnim 
masnokiselinskim lancem. MeĊutim, fiziolońki mehanizam proizvodnje surfaktina joń uvek 
nije otkriven (Henkel i sar., 2017). Surfaktin je vaņan predstavnik familije mikrobiolońkih 
lipopeptida sa znaĉajnom primenom u polju medicine, poljoprivrede i razliĉitih grana 
industrije. Sa ciljem unapreĊenja njegove proizvodnje u industrijskim uslovima, izvrńen je 
veliki broj istraņivanja koja su uspela da poboljńanju prinos, ĉistoću i antagonistiĉku aktivnost 
surfaktina (Nihorimbere i sar., 2012). 
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Familija fengicina ukljuĉuje fengicine (Pathak i sar., 2012; Villegas-Escobar i sar., 2013) i 
plipastatine (Honma i sar., 2012). Fengicini sadrņe peptidni niz od 10 aminokiselina i masnu 
kiselinu sa 14-18 ugljenikovih atoma. Po svojoj strukturi, to su dekapeptidi acilovani β-
hidroksi masnom kiselinom, kod kojih se ciklizacija odvija zahvaljujući uspostavljanju veze 
izmeĊu fenolne strane lanca aminokiseline tirozin na trećoj poziciji u peptidnom lancu i C-
kraja peptidnog lanca. Kod fegicina se takoĊe javlja varijacija u strukturi lipidnog dela, koji 
moņe da ukljuĉuje linearne, anteizo ili izo masne kiseline, koje mogu da sadrņe dvostruku 
vezu izmeĊu drugog i trećeg, trećeg i ĉetvrtog i trinasetog i ĉetrnaestog ugljenikovog atoma 
(Ongena i Jacques, 2008). Ova klasa lipopeptida ispoljava ńirok spektar antifungalnog 
dejstva, uglavnom protiv filamentoznih gljiva (Koumoutsi i sar., 2004; Hofemeister i sar., 
2004). TakoĊe ispoljavalju antagonistiĉko dejstvo prema gljivama koje izazivaju oboljenja 
uljane repice i pńenice, stoga je predloņena njihova primena u poljoprivredi (Ramarathnam, 
2007). Istraņivanja ukazuju da se mehanizam antifungalnog dejstva fengicina ogleda u 
naruńavanju strukture membrane (Deleu i sar., 2008; Patel i sar., 2011).  
Locilomicini predstavljaju novu familiju lipopeptida koje proizvode bakterije roda Bacillus. 
Ova jedinjenja sadrņe cikliĉni peptid sa devet aminokiselinskih ostataka i β-hidroksi masnu 
kiselinu koja moņe da sadrņi 13-15 ugljenikovih atoma (Luo i sar., 2015a). Peptidni niz od 
devet aminokiselina formira cikliĉnu strukturu laktona. TakoĊe,za razliku od ostalih 
lipopeptidnih jednjenja, locilomicini sadrņe samo jednu aminokiselinu D konfiguracije (D-
glutamin na drugoj poziciji u peptidnom lancu) (Luo i sar., 2015b). TakoĊe, uoĉeno je da 
ispoljavaju ogranĉeno antifungalno delovanje i izraņenu antibakterijsku i antivirusnu 
aktivnost, kao i da utiĉu na fenotipske karakteristike bakterija roda Bacillus (Luo i sar., 
2015a). 
Lipopeptidi sa antimikrobnim delovanjem su do sada izolovani, preĉińćeni, kvantifikovani i 
okarakterisani primenom razliĉitih metoda i analitiĉkih tehnika, kako bi se bolje razumela 
uloga hemijskih komponenti odgovornih za njihovu biolońku aktivnost. Trenutni pristupi 
uglavnom podrazumevaju kombinaciju hromatografskih tehnika, masenu spektrometriju, 
nuklearnu magnetnu rezonancu (NMR – Nuclear Magnetic Resonance) i infracrvenu 
spektroskopiju sa Furijeovom transformacijom (FTIR - Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy) (Jasim i sar., 2016; Biniarz i sar., 2017). 
Identifikacija antimikrobnih jedinjenja na osnovu rezultata analize supernatanta kultivacione 
teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis primenom LC-MS izvrńena je 
primenom dostupnih literaturnih podataka o identifikovanim jedinjenjima primenom iste 
analitiĉke tehnike, na osnovu vrednosti m/z, koja predstavlja odnos molekulske mase 
jedinjenja i njegovog naelektrisanja. Deng i sar. (2017) su identiifkovali jedinjenja iz familije 
surfaktina sa vrednostima m/z u opsegu 995,2-1058,2. Sliĉni opsezi vrednosti m/z za familiju 
surfaktina dobijeni su u istraņivanjima koja su izveli Mejri i sar. (2018) (994,6-1058,7), Toral i 
sar. (2018) (994,6-1036,7), Chen i sar. (2017) (994,4-1036,5) i de Fillippi i sar. (2018) (994-
1036). Sa druge strane, Arguelles-Arias i sar. (2009) identifikovali su proizvode reakcije 
adicije izmeĊu jedinjenja iz familije surfaktina i jona natrijuma u opsegu vrednosti m/z 
1030,8-1058,8. Adukti navedene reakcije takoĊe su identifikovani u istom opsegu vrednosti 
m/z od strane Jha i sar. (2018), dok su se vrednosti m/z u istraņivanju koje su sproveli 
Adeniji i sar. (2018) kretale u opsegu 1030,8-1074,8. 
Deng i sar. (2017) su jedinjenja iz familije iturina u opsegu vrednosti m/z 1044,3-1057,3.U 
istraņivanju koje su sproveli Han i sar. (2018) identifikovali su dva jedinjenja iz familije iturina: 
iturin A sa 14 ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu (m/z 1057,5 [M+H+]) i iturin A sa 
16 ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu (m/z 1071,5 [M+H+]). Iturin A sa 14 
ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu takoĊe je identiifkovan pri vrednosti m/z 
1066,1 [M+Na+]), dok je iturin A sa 15 ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu 
identiifkovan pri vrednosti m/z 1079,7 [M+Na+]) (Arguelles-Arias i sar., 2009). 
Jedinjenja iz familije fengicina sa zasićenim lancem masne kiseline su identifikovana u 
opsegu vrednosti m/z 1435,8-1505,8, dok su jedninjenja koja sadrņe nezasićenu masnu 
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kiselinu sa jednom dvostrukom vezom identifikovana u opsegu vrednosti m/z 1433,8-1489,8 
(Mejri i sar., 2018). Toral i sar. (2018) su identifikovali fengicin A sa 15 ugljenikovih atoma u 
masnokiselinskom lancu pri vrednosti m/z 1477,8 [M+H+], dok je fengicin B sa 16 
ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu identifikovan pri vrednosti m/z 1491,8 [M+H+]. 
Fengicin sa 16 ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu identifikovan je pri vrednosti 
m/z 1463,8 [M+H+], dok je fengicin sa 17 ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu 
identifikovan pri vrednosti m/z 1477,9 [M+H+] (Han i sar., 2018). Fengicini koji sadrņe 
aminokiselinu alanin na ńestoj poziciji u peptidnom lancu identifikovani su pri vrednostima 
m/z 1471,9 [M+Na+], 1485,9 [M+Na+] i 1499,9 [M+Na+], za jedinjenja koja sadrņe 15, 16 i 17 
ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu, redom (Arguelles-Arias i sar., 2009). Sa 
druge strane, i istom istraņivanju identifikovani su fengicini koji sadrņe aminokiselinu valin na 
ńestoj poziciji u peptidnom lancu pri vrednostima m/z 15131,9 [M+Na+] i 1527,8 [M+Na, za 
jedinjenja koja sadrņe 16 i 17 ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu, redom. Prema 
rezultatima istraņivanja koje su sproveli de Fillippi i sar. (2018), fengicini A su identifikovani u 
opsegu vrednosti m/z 1464-1506 [M+H+], dok su fengicini B identifikovani u opsegu 
vrednosti m/z 1462-1490 [M+H+]. Osim toga, Adeniji i sar. (2018) su identifikovali fengicine u 
opsegu vrednosti m/z 1449,9-1515,9. 
Toral i sar. (2018) su identifikovali jedinjenja koja pripadaju grupi bacilomicina D sa razliĉitim 
brojem ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu (14, 15 i 16 ugljenikovih atoma) u 
opsegu vrednosti m/z 1031,5-1059,6. Jedinjenja iz familije bacilomicina D su takoĊe 
identifikovana u opsegu vrednosti m/z 1031,6-1103,4 (Han i sar., 2018). Liu i sar. (2011) su 
identifikovali bacilomicin D sa 14 (m/z 1032 [M+H+]), 15 (m/z 1046 [M+H+]) i 16 ugljenikovih 
atoma u masnokiselinskom lancu (m/z 1060 [M+H+]). Adeniji i sar. (2018) si identifikovali 
jedinjenja iz grupe bacilomicina dD u opsegu vrednosti m/z 1031,7-1543,8.  
Tabela 5.9. Rezultati analize supernatanta kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis u pogledu identifikacije prisutnih lipopeptidnih jedinjenja 
primenom LC-MS 
Jedinjenje Retenciono vreme (min) Površina pika m/z 
Surfaktin 15.378 235467 996.9 
Surfaktin 1.546 53263 1008.5 
Surfaktin 9.291 534349 1029.5 
Surfaktin 9.454 274956 1043.5 
Surfaktin 11.245 27196 1043.5 
Iturin 9.451 549604 1045.6 
Iturin 11.24 131479 1045.6 
Iturin 9.226 33779 1045.6 
Iturin 11.426 53206 1057.3 
Iturin 9.734 42329 1057.5 
Iturin 11.428 204768 1057.5 
Fengicin 8.883 62897 1461.8 
Fengicin 1.603 12026 1489.7 
Fengicin 8.96 60938 1490.9 
Bacilomicin 11.243 121623 1020.6 
Bacilomicin 11.427 887446 1034.6 
Locilomicin 1.574 44514 1146.8 
Locilomicin 15.368 160620 1146.8 
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Luo i sar. (2015) su identifikovali nekoliko jedinjenja iz grupe locilomicina sa razliĉitim brojem 
ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu (13, 14 i 15 ugljenikovih atoma), ĉije 
molekuske mase iznose 1145,6 Da, 1159,6 Da i 1173,6 Da, redom. 
Prilikom potrage za potencijalnim biokontrolnim agensima za komercijalnu primenu 
identifikovan je skrining pristup koji se sastoji od nekoliko koraka koji dovodi do izbora 
robusnih i efikasnih kandidata (Köhl i sar., 2011): opseņna in vitro analiza koja zapoĉinje 
kultivacijom sojeva i molekularna identifikacija mehanizama delovanja, uz in silico 
istraņivanje genoma potencijalnih kandidata obezbeĊuju izbor biokontrolnog agensa sa 
boljom vijabilnońću i efikasnońću in planta (Adeniji i Babalola, 2018). Rezultati nauĉnih 
istraņivanja pokazuju da se ekspresija gena za biosintezu i sekreciju sekundarnih metabolita 
teņe odvija tokom kultivacije biokontrolnih agenasa u laboratorijskim uslovima usled 
neodgovarajućih uslova za rast i umnoņavanje biomase, kao i za proizvodnju metabolita od 
strane ovih mikroorganizama (Laureti i sar., 2011). Izostanak ekspresije gena i proizvodnje 
sekundarnih metabolita moņe da dovede do netaĉnog zakljuĉka da nije identifikovan ili 
detektovan gen ili metabolit odgovoran za antimikrobnu aktivnost biokontrolnog agensa 
(Michelsen i sar., 2015). Stoga, da bi se u potpunosti razumeo potencijal biokontrolnih 
agenasa, neophodno je poreĊenje velikog broja sekvenci genoma nezavisnih izolata 
(Tettelin i sar., 2005). PoreĊenje celokupnog repertoara gena za grupu genoma srodnih 
bakterijskih vrsta predstavlja instrumentalni pristup za razvoj novih jedinjenja sa 
antimikrobnom aktivnońću i za funkcionalnu karakterizaciju vaņnih genetiĉkih odrednica 
znaĉajnih sojeva mikroorganizama (Medini i sar., 2005). Bakterijski pangenom moņe se 
definisati kao kompletan repozitorijum gena lociranih u genomima srodnih bakterijskih vrsta. 
On ukljuĉuje „obavezni genom“ (“core genome”), odnosno gene identifikovane kod dva ili 
vińe sojeva, i „neobavezni genom“ (“dispensable genome”), koji ukljuĉuje gene jedinstvene a 
pojedinaĉne sojeve (Rouli i sar., 2015). Obavezni i neobavezni geni predstavljaju krucijalne 
komponente za rapoznavanje diverziteta na nivou vrste. Istraņivaĉi trenutno koriste 
kombinatorni pristup koji podrazumeva primenu rudarenja genoma (genome mining), analizu 
pangenoma, razjańnjenje strukturalnih podataka i metabolomiĉku karakterizaciju, sa ciljem 
idenifikacije metabolita proizvedenih od strane mikroorganizama (Dunlap i sar., 2013;). 
Najĉeńće genomski podaci omogućavaju predviĊanja koja dovode do detekcije novih 
metaboliĉkih puteva sinteze, gena i enzima koji potom omogućavaju eksperimentalnu 
izolaciju, razjańnjenje strukture i hemijsku karakterizaciju novih jedinjenja (Challis, 2008). 
Kombinatorni pristup obezbeĊuje korelaciju izmeĊu in silico ili teorijski predviĊenih 
metabolita sa strukturno i hemijski identifikovanim proizvodima metabolizma (Ziemert i sar., 
2016).  
5.6. MODELOVANJE I OPTIMIZACIJA SASTAVA HRANLJIVE 
PODLOGE NA BAZI SIROVOG GLICEROLA 
Sirovi glicerol iz proizvodnje biodizela predstavlja jedan od najńire dostupnih industrijskih 
efluenata. Uzimajući u obzir porast proizvodnje biodizela usled sve veće potraņnje za 
biogorivima kao alternativom fosilnim gorivima, i ĉinjenice da sirovi glicerol tokom 
proizvodnje biodizela nastaje u koliĉini od 10% (w/w) u odnosu na koliĉinu proizvedenog 
biodizela, jasno je da rastuća koliĉina dostupnog sirovog glicerola predstavlja problem sa 
ekolońke taĉke gledińta, jer ovaj efluent, koji sadrņi veliku koliĉinu razliĉitih neĉistoća, nije 
moguće jednostavno odloņiti u ņivotnu sredinu. Zbog toga, paralelno sa rastom proizvodnje 
biodizela, dolazi i do sve većeg interesovanja nauĉne javnosti za ispitivanje mogućih reńenja 
kada je u pitanju iskorińćenje sirovog glicerola. Kao jedno od obećavajućih reńenja javlja se 
mogućnost njegove mikrobiolońke konverzije u razliĉite proizvode sa dodatom vrednońću.  
U okviru ove doktorske disertacije sirovi glicerol iz proizvodnje biodizela korińćen je kao izvor 
ugljenika tokom biotehnolońke proizvodnje biokontrolnih agenasa efikasnih protiv 
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas primenom proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis. Sirovi glicerol korińćen u fazi istraņivanja koja se odnosi na modelovanje i 
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optimizaciju sastava hranljive podloge za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis potiĉe iz proizvodnje biodizela primenom otpadnih ulja i masti kao sirovine i 
dobijen je od kompanije BIODIZEL CO d.o.o. (Beograd, Srbija). Njegov sastav i parametri 
kvaliteta analizirani su posredstvom kompanije Mol d.o.o. (Beograd, Srbija), a rezultati 
analiza su prikazani u tabeli 5.10. 
Tabela 5.10. Parametri kvaliteta sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela iz otpadnih ulja i 
masti 
Parametar Jedinica Vrednost 
Gustina g/cm
3
 1,12 
Sadrņaj glicerola % (w/w) 60,88 
Kinematska viskoznost mm
2
/s 74,97 
Sadrņaj sumpora mg/kg 1,58 
Sadrņaj fosfora % (w/w) 0,015 
Sadrņaj natrijuma mg/kg 199,83 
Sadrņaj kalijuma % (w/w) 3,73 
Sadrņaj kalcijuma mg/kg 6,76 
Sadrņaj magnezijuma mg/kg 2,31 
Sadrņaj organskih materija % (w/w) 95,12 
Sadrņaj metanola % (w/w) 0,45 
Sadrņaj vode % (w/w) 4,84 
Sadrņaj mehaniĉkih neĉistoća % (w/w) 0,03 
 
5.6.1. MATEMATIĈKI MODELI UTICAJA KONCENTRACIJE KOMPONENTI 
HRANLJIVE PODLOGE NA BAZI SIROVOG GLICEROLA NA 
ANTIMIKROBNU AKTIVNOST I REZIDUALNE KONCENTRACIJE 
NUTRIJENATA 
Prilikom modelovanja sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola za kultivaciju 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis primenom metodologije odzivne povrńine 
korińćen je isti eksperimentalni plan u pogledu sastava korińćenih hranljivih podloga (tabela 
4.6., poglavlje 4.2.2.3.) i uslovi kultivacije kao u eksperimentalnoj fazi modelovanja sastava 
hranljive podloge na bazi komercijalnog glicerola. Ispitivane nezavisne promenljive (faktori) i 
njihovi nivoi bili su: inicijalna koncentracija izvora ugljenika (glicerol) 10-35-60 g/l, inicijalna 
koncentracija organskog izvora azota (ekstrakt kvasca) 0-2,5-5 g/l, inicijalna koncentracija 
neorganskog izvora azota ((NH4)2SO4) 0-1,5-3 g/l i inicijalna koncentracija izvora fosfora 
(K2HPO4) 1-5,5-10 g/l. Osim ovih komponenata, svaka hranljiva podloga sadrņala je i 0,3 g/l 
MgSO4∙7H2O. Nakon zavrńetka kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis 
kao odzivi, odnosno zavisne promenljive bioprocesa, praćeni su preĉnik zona inhibicije 
dobijenih testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacionih teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas, kao i rezidualne 
koncentracije osnovnih nutrijenata: rezidualna koncentracija glicerola, rezidualna 
koncentracija ukupnog azota i rezidualna koncentracija ukupnog fosfora. Fitovanje dobijenih 
eksperimentalnih podataka izvrńeno je polinomskim jednaĉinama drugog reda (jednaĉina 
4.7., poglavlje 4.9.2.). 
Rezultati analize varijanse odabranih odziva prikazani su u tabeli 5.11. Na osnovu prikazanih 
rezultata moņe se zakljuĉiti da su dobijeni matematiĉki modeli za sve ispitivane odzive 
statistiĉki znaĉajni na nivou znaĉajnosti od 95%, s obzirom da su dobijene p-vrednosti za 
sve odzive manje od 0,05. Adekvatnost dobijenih matematiĉkih modela takoĊe je procenjena 
na osnovu F-vrednosti (Fińerovog testa). Uzimajući u obzir da su dobijene F-vrednosti manje 
od tabliĉnih vrednosti za odgovarajući stepen slobode primenjenog eksperimentalnog plana, 
moņe se zakljuĉiti da su dobijeni modeli pogodni za opisivanje uticaja ispitivanih nezavisnih 
promenljivih na odabrane odzive. Osim toga, na osnovu vrednosti koeficijenata 
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determinacije moņe se zakljuĉiti da je postignuto zadovoljavajuće fitovanje eksperimentalnih 
podataka primenjenim polinomskim jednaĉinama drugog reda.  
Tabela 5.11. Analiza varijanse odabranih odziva u fazi modelovanja sastava hranljive 
podloge na bazi sirovog glicerola 
Odziv SS DF MS 
F-
vrednost 
p-
vrednost 
R
2
 
Preĉnik zone inhibicije 
(mm) 
49502,05
a 
7,68
b 
15
a
 
12
b 
3300,14
a
 
0,64
b 5156,05 0,0000 0,925 
Rezidualni sadrņaj glicerola 
(g/l) 
21839,08
a 
105,55
b 
15
a
 
12
b 
1455,94
a
 
8,80
b 165,52 0,0000 0,977 
Rezidualni sadrņaj ukupnog 
azota (g/l) 
22,38
a
 
0,03
b
 
15
a
 
12
b
 
1,49
a
 
0,00
b 532,26 0,0000 0,974 
Rezidualni sadrņaj ukupnog 
fosfora (g/l) 
66,85
a
 
0,93
b 
15
a
 
12
b
 
4,46
a
 
0,08
b 57,25 0,0000 0,943 
a
 model, 
b
 reziduali 
 
Koeficijenti modela dobijeni regresionom analizom nakon fitovanja eksperimentalnih 
podataka polinomskim jednaĉinama drugog reda prikazani su u tabeli 5.12. Statistiĉka 
znaĉajnost koeficijenata regresionih modela, na nivou znaĉajnosti od 95%, procenjena je na 
osnovu odgovarajućih p-vrednosti. Statistiĉki znaĉajni koeficijenti matematiĉkih modela za 
odabrane odzive, kao i njihove p-vrednosti, boldovani su u tabeli 5.12.  
Kada je u pitanju matematiĉki model za preĉnik zona inhibicije, iz prikazanih rezultata moņe 
se zakljuĉiti da statistiĉki znĉajan uticaj na odabrani odziv pokazuju linearni uticaj inicijalne 
koncentracije glicerola, inicijalne koncentracije ekstrakta kvasca i inicijalne koncentracije 
K2HPO4, kao i interakcije inicijalne koncentracije glicerola i ekstrakta kvasca i glicerola i 
K2HPO4. Osim toga, primetan je i statistiĉki znaĉajan uticaj kvadratnih koeficijenata za 
inicijalnu koncentraciju (NH4)2SO4 i K2HPO4. Kod matematiĉkog modela za rezidualni sadrņaj 
glicerola statistiĉki je znaĉajan samo linearni uticaj inicijalne koncentracije ovog nutrijenta. 
Sliĉna situacija je prisutna i kod matematiĉkog modela za rezidualni sadrņaj ukupnog azota, 
gde se primećuje statistiĉki znaĉajan linearni uticaj inicijalnih koncentracija organskog i 
neorganskog izvora azota, kao i statistiĉki znaĉajan kvadratni uticaj inicijalne koncentracije 
glicerola. Kada je u pitanju matematiĉki model za rezidualni sadrņaj ukupnog fosfora, uoĉava 
se statistiĉki znaĉajan uticaj lineranog koeficijenta inicijalne koncentracije izvora fosfora, kao 
i kvadratnog koeficijenta inicijalne koncentracije neorganskog izvora azota.  
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Tabela 5.12. Koeficijenti regresionih jednaĉina i njihove p-vrednosti za odabrane odzive u 
fazi modelovanja sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola 
 
Preĉnik zone 
inhibicije (mm) 
Rezidualni sadrţaj 
glicerola (g/l) 
Rezidualni sadrţaj 
ukupnog azota 
(g/l) 
Rezidualni sadrţaj 
ukupnog fosfora 
(g/l) 
Koeficijent Vrednost 
p-
vrednost 
Vrednost 
p-
vrednost 
Vrednost 
p-
vrednost 
Vrednost 
p-
vrednost 
Odseĉak 
b0 31,515 0,0000 -7,732 0,2450 0,313 0,0168 -0,791 0,2084 
Linearni 
b1 0,112 0,0447 1,086 0,0001 0,005 0,1605 0,028 0,1286 
b2 -1,325 0,0118 0,424 0,8022 0,119 0,0017 0,197 0,2297 
b3 -0,832 0,2852 1,865 0,5119 0,263 0,0002 0,212 0,4300 
b4 1,432 0,0002 -0,254 0,7995 -0,011 0,5402 0,332 0,0035 
Interakcija 
b12 0,032 0,0003 -0,006 0,7873 0,000 0,3111 -0,001 0,6297 
b13 -0,005 0,6134 -0,041 0,3249 -0,000 0,4811 0,002 0,6326 
b14 -0,017 0,0004 -0,025 0,0765 0,000 0,3111 -0,000 0,6662 
b23 0,067 0,5397 -0,013 0,9743 -0,011 0,1543 0,005 0,9005 
b24 0,030 0,4221 -0,020 0,8794 -0,000 0,8970 -0,002 0,8496 
b34 -0,024 0,6873 -0,112 0,6194 -0,004 0,3111 0,030 0,1779 
Kvadratni 
b11 -0,001 0,2105 -0,001 0,4858 -0,000 0,0240 -0,000 0,0919 
b22 0,097 0,1060 -0,009 0,9673 -0,007 0,0939 -0,028 0,1716 
b33 0,371 0,0330 0,041 0,9432 -0,013 0,2363 -0,128 0,0342 
b44 -0,067 0,0021 0,093 0,1693 0,001 0,5208 -0,010 0,1292 
1 – glicerol, 2 – ekstrakt kvasca, 3 - (NH4)2SO4, 4 - K2HPO4 
 
Kao i u sluĉaju modelovanja sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola za kultivaciju 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis, preĉnik zona inhibicije je odabran kao 
najznaĉajniji odziv koji direktno ukazuje na stepen antimikrobne aktivnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezenis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas, stoga su 
za ovaj odziv konstruisane odzivne povrńine sa ciljem detaljnijeg ispitivanja uticaja 
interakcije ispitivanih nezavisnih promenljivih na ovaj odziv. Slika 5.15. prikazuje odzivne 
povrńine dobijene tokom modelovanja sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola za 
kultivaciju proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis. Prikazane odzivne povrńine 
opisuju uticaj dve nezavisne promenljive na preĉnik zona inhibicije, dok su preostalim dvema 
nezavisnim promenljivama dodeljene vrednosti iz centralne taĉke eksperimentalnog plana. 
Slika 5.15.A prikazuje uticaj inicijalne koncentracije glicerola i inicijalne koncentracije 
ekstrakta kvasca na preĉnik zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacione 
teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezenis protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas, pri ĉemu su vrednosti inicijalnih koncentracija (NH4)2SO4 i K2HPO4 jednake 
vrednostima iz centralne taĉke eksperimentalnog plana (1,5 g/l i 5,5 g/l, redom). Maksimalan 
preĉnik zona inhibicije dobija se pri maksimalnim vrednostima obe nezavisne promenljive (4-
5 g/l za inicijalnu koncentraciju ekstrakta kvasca i 45-60 g/l za inicijalnu koncentraciju 
glicerola), dok se minimalan preĉnik zona inhibicije dobija u sluĉaju kada je inicijalna 
koncentracija ekstrakta kvasca minimalna, a inicijalna koncentracija glicerola maksimalna.  
Uticaj inicijalne koncentracije glicerola i inicijalne koncentracije (NH4)2SO4 na preĉnik zona 
inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezenis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas prikazan je na slici 5.15.B, 
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pri ĉemu su vrednosti inicijalnih koncentracija ekstrakta kvasca i K2HPO4 jednake 
vrednostima iz centralne taĉke eksperimentalnog plana (2,5 g/l i 5,5 g/l, redom). Sa 
prikazane slike moņe se zakljuĉiti da se minimalne vrednosti preĉnika zona inhibicije dobijaju 
pri vrednostima inicijalne koncentracije glicerola bliskim minimalnoj vrednosti (10-25 g/l) u 
ńirokom osegu vrednosti inicijalne koncentracije (NH4)2SO4 (0-2,5 g/l). Sa druge strane, 
dobijanje maksimalnih vrednosti preĉnika zona inhibicije deńava se u dva sluĉaja: pri 
maksimalnoj vrednosti inicijalne koncentracije glicerola (55-60 g/l) i minimalnoj vrednosti 
inicijalne koncentracije (NH4)2SO4, kao i pri maksimalnoj vrednosti inicijalne koncentracije 
glicerola (55-60 g/l) i maksimalnoj vrednosti inicijalne koncentracije (NH4)2SO4. 
Odzivna povrńina 5.15.C prikazuje uticaj inicijalne koncentracije glicerola i inicijalne 
koncentracije K2HPO4 na preĉnik zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacione 
teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezenis protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas, pri ĉemu su vrednosti inicijalnih koncentracija ekstrakta kvasca i (NH4)2SO4 
jednake vrednostima iz centralne taĉke eksperimentalnog plana (2,5 g/l i 1,5 g/l, redom). 
Moņe se zakljuĉiti da se minimalna vrednost preĉnika zona inhibicije dobija pri minimalnim 
vrednostima obe nezavisne promenljive (1-2 g/l za inicijalnu koncentraciju K2HPO4 i 10-17 
g/l za inicijalnu koncentraciju glicerola). Sa druge strane, maksimalna vrednost preĉnika 
zona inhibicije dobija se pri vrednostima inicijalne koncentracije glicerola u opsegu 35-60 g/l i 
pri vrednostima inicijalne koncentracije K2HPO4 u opsegu 2,5-7,5 g/l. Iz prikazanih odzivnih 
povrńina moņe se zakljuĉiti da maksimizaciju preĉnika zona inhibicije podtiĉe velika inicijalna 
koncentracija glicerola kao izvora ugljenika.  
Na slici 5.15.D prikazan je uticaj inicijalne koncentracije ekstrakta kvasca i inicijalne 
koncentracije (NH4)2SO4 na preĉnik zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacione 
teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezenis protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas, pri ĉemu su vrednosti inicijalnih koncentracija glicerola i K2HPO4 jednake 
vrednostima iz centralne taĉke eksperimentalnog plana (35 g/l i 5,5 g/l, redom). Minimalni 
preĉnik zona inhibicije oĉekuje se pri vrednostima inicijalne koncentracije ekstrakta kvasca u 
opsegu 0-2 g/l i pri vrednostima inicijalne koncentracije (NH4)2SO4 u opsegu 0,5-2,5 g/l. Sa 
druge strane, maksimalni preĉnik zona inhibicije je favorizovan maksimalnom inicijalnom 
koncentracijom oba nutrijenta (inicijalna koncentracija ekstrakta kvasca 4,5-5 g/l i inicijalna 
koncentracija (NH4)2SO4 2,5-3 g/l).  
Uticaj inicijalne koncentracije ekstrakta kvasca i inicijalne koncentracije K2HPO4 na preĉnik 
zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezenis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas, pri ĉemu 
su vrednosti inicijalnih koncentracija glicerola i (NH4)2SO4 jednake vrednostima iz centralne 
taĉke eksperimentalnog plana (35 g/l i 1,5 g/l, redom), prikazan je na slici 5.15.E. Minimalne 
vrednosti preĉnika zona inhibicije postiņu se pri minimalnoj vrednosti inicijalne koncentracije 
K2HPO4 (1-1,5 g/l) i vrednostima inicijalne koncentracije ekstrakta kvasca u opsegu 0-2 g/l. 
Maksimalne vrednosti preĉnika zona inhibicije postiņu se pri maksimalnoj vrednosti inicijalne 
koncentracije ekstrakta kvasca (4,5-5 g/l) i vrednostima inicijalne koncentracije K2HPO4 u 
opsegu 6-8,5 g/l.  
Odzivna povrńina 5.15.F prikazuje uticaj inicijalne koncentracije (NH4)2SO4 i inicijalne 
koncentracije K2HPO4 na preĉnik zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacione 
teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezenis protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas, pri ĉemu su vrednosti inicijalnih koncentracija glicerola i ekstrakta kvasca 
jednake vrednostima iz centralne taĉke eksperimentalnog plana (35 g/l i 2,5 g/l, redom). 
Minimalne vrednosti preĉnika zona inhibicije postiņu se u ńirokom opsegu vrednosti inicijalne 
koncentracije (NH4)2SO4 (0-2,75 g/l) i pri vrednostima inicijalne koncentracije K2HPO4 u 
opsegu 1-2,5 g/l. Sa druge strane, maksimalne vrednosti preĉnika zona inhibicije postiņu se 
u ĉitavom opsegu vrednosti inicijalne koncentracije (NH4)2SO4, ali pri vrednostima inicijalne 
koncentracije K2HPO4 u opsegu 3-10 g/l. 
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Slika 5.15. Odzivne povrńine koje opisuju uticaj inicijalnih koncentracija odabranih nutrijenata 
na preĉnik zona inhibicije tokom modelovanja sastava hranljive podloge na bazi sirovog 
glicerola za sledeće kombinacije nezavisnih promenljivih: A – glicerol i ekstrakt kvasca; B – 
glicerol i (NH4)2SO4;  C – glicerol i K2HPO4; D – ekstrakt kvasca i (NH4)2SO4; E – ekstrakt 
kvasca i K2HPO4; F – (NH4)2SO4 i K2HPO4 
 
 
A 
B 
C 
D 
E 
F 
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5.6.2. OPTIMIZACIJA SASTAVA HRANLJIVE PODLOGE NA BAZI SIROVOG 
GLICEROLA  
Nakon faze modelovanja i dobijanja matematiĉkih modela koji opisuju uticaj ispitivanih 
nezavisnih promenljivih (inicijalnih koncentracija glicerola, ekstrakta kvasca, (NH4)2SO4 i 
K2HPO4) na odabrane zavisne promenljive (preĉnik zona inhibicije i rezidualne koncentracije 
glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora), sledeća faza istraņivanja podrazumevala je 
opimizaciju sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola za proizvodnju biokontrolnih 
agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas primenom proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis. Optimizacija sastava hranljive podloge na bazi sirovog 
glicerola podrazumevala je primenu metode ņeljene funkcije. Svim nezavisnim i zavisnim 
promenljivama dodeljeni su isti teņinski koeficijenti, odnosno svaka od njih je u toku 
postupka optimizacija imala istu znaĉajnost. Optimizacija je, kao i kod optimizacije sastava 
hranljive podloge na bazi komercijalnog glicerola, izvrńena u dva seta. Prvi set imao je samo 
jedan cilj: maksimizaciju antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas, odnosno maksimizaciju preĉnika 
zone inhibicije kao direktnog pokazatelja antimikrobne aktivnosti. Drugi set je, pored 
prethodno navedenog cilja, imao za cilj i minimizaciju rezidualnih koncentracija osnovniih 
nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora) u kultivacionoj teĉnosti po zavrńetku 
kultivacije, sa ciljem smanjenja trońkova bioprocesa koji se odnose na preĉińćavanje i 
odlaganje efluenata bioprocesa. 
Rezultati postupka optimizacije sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola za 
proizvodnju biokontrolnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas 
primenom proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis prikazani su u tabeli 5.13. U 
prvom setu optimizacije, koji je imao za cilj maksimizaciju preĉnika zona inhibicije, odnosno 
antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih 
izolata roda Xanthomonas, predloņena je optimizovan sastav hranljive podloge na bazi 
sirovog glicerola koji podrazumeva sledeće koncentracije komponenata podloge: glicerol 
59,46 g/l, ekstrakt kvasca 4,76 g/l, (NH4)2SO4 0,05 g/l, K2HPO4 5,96 g/l i MgSO4∙7H2O 0,3 
g/l. Moņe se primetiti da su optimizovane vrednosti incijalnih koncentracija izvora ugljenika i 
organskog izvora azota bliske maksimalnim vrednostima ispitivanog opsega (glicerol 10-60 
g/l, ekstrakt kvasca 0-5 g/l), dok je optimizovana vrednost inicijalne koncentracije (NH4)2SO4 
bliska minimalnoj vrednosti ispitivanog opsega (0-3 g/l), a optimizovana vrednost inicijalne 
koncentracije K2HPO4 pribliņno odgovara srednjoj vrednosti ispitivanog opsega koncentracija 
(1-10 g/l). Rezultati dobijeni primenom metode ņeljene funkcije su u skladu sa rezultatima 
dobijenim primenom metodologije odzivne povrńine kada se posmatraju inicijalne 
koncentracije nutrijenata koje pozitivno utiĉu na maksimizaciju preĉnika zona inhibicije 
(poglavlje 5.6.2.). Primenom regresionih modela dobijenih u koraku modelovanja izraĉunate 
su predviĊene vrednosti zavisnih promenljivih na osnovu predloņenih optimizovanih 
vrednosti nezavisnih promenljivih. PredviĊena vrednost preĉnika zona inhibicije pri 
navedenom optimizovanom sastavu podloge na bazi sirovog glicerola iznosi 47,43 mm, dok 
predviĊene vrednosti rezidualnih koncentracija glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora 
iznose 43,70 g/l, 0,86 g/l i 1,03 g/l, uz vrednost funkcije koja iznosi 1. Moņe se zakljuĉiti da 
dobijeni matematiĉki modeli predviĊaju da se primenom hranljive podloge optimizovanog 
sastava na bazi sirovog glicerola kao rezultat dobija kultivaciona teĉnost sa visokim 
rezidualnim sadrņajem nutrijenata, naroĉito glicerola. Primenom hranljive podloge na bazi 
sirovog glicerola optimizovanog sastava previĊa se stepen konverzije glicerola od samo 
20,23%, ńto implicira veliku koliĉinu ovog nutrijenta koja ostaje neiskorińćena nakon 
kultivacije proizvodnog mikroorganizma i predstavlja potencijalni problem za odlaganje 
efluenata ovog bioprocesa. Zbog toga je izveden i drugi set optimizacije, u kome je kao 
dodatni cilj, pored maksimizacije preĉnika zona inhibicije protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas, postavljena i minimizacija rezidualnih koncentracija osnovnih nutrijenata – 
glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora. Optimizovan sastav hranljive podloge na bazi 
sirovog glicerola, koji je proistekao iz drugog seta optimizacije, je sledeći: glicerol 10 g/l, 
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K2HPO4 4,66 g/l i MgSO4∙7H2O 0,3 g/l. Primetna razlika u odnosu na prvi set optimizacije je 
potpuno odsustvo organskog i neorganskog izvora azota u hranljivoj podlozi optimizovanog 
sastava na bazi sirovog glicerola, ĉime je znaĉajno smanjen trońak pripreme hranljive 
podloge. Uzimajući u obzir potpuno izostavljanje izvora azota prilikom prireme hranljive 
podloge, postavlja se pitanje na koji naĉin mikroorganizam zadovoljava nutritivne potrebe za 
azotom, kao jednim od osnovnih nutrijenata koji je neophodan u sintezi ćelijskih 
komponenata i jedinjenja, pre svega enzima, koja su ukljuĉena u razliĉite vitalne metaboliĉke 
procese. Primena sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela u kojoj su kao sirovine korińćeni 
otpadna ulja i masti, uglavnom iz procesa prņenja namirnica, podrazumeva da je u hranljivoj 
podlozi na bazi sirovog glicerola prisutna odreĊena koliĉina azotnih jedinjenja. S obzirom da 
proces proizvodnje sirovog glicerola podrazumeva transesterifikaciju triglicerida primenom 
alkohola i baznog katalizatora (Garlapati i sar., 2016), jasno je da neĉistoće prisutne u 
sirovinama za proizvodnju biodizela, kao ńto su otpadna ulja i masti iz procesa prņenja, 
takoĊe zaostaju kao nusproizvodi procesa proizvodnje biodizela, stoga je oĉekivano i njihovo 
prisustvo u sirovom glicerolu kao osnovnom nusproizvodu proizvodnje biodizela. Prilikom 
prņenja razliĉitih vrsta prehrambenih proizvoda u uljima i mastima, koja se nakon prņenja 
koriste za proizvodnju biodizela, zaostaje znaĉajna koliĉina ostataka hrane, od kojih su neki 
proteinskog porekla, mahom zahvaljujući prņenju mesa ili ribe (Thompson i He, 2006; 
Quispe i sar., 2013). Stoga se moņe napraviti veza izmeĊu mogućnosti izostavljanja izvora 
azota prilikom pripreme hranljive podloge na bazi sirovog glicerola sa prisutvom azotnih 
jedinjenja kao nusproizvoda proizvodnje biodizela, koja mogu da zadovolje nutritivne potrebe 
proizvodnog mikroorganizma za ovim nutrijentom. Prisustvo azotnih jedinjenja u hranljivoj 
podlozi optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola potvrĊuje i modelom predviĊena 
vrednost rezidualne koncentracije ukupnog azota od 0,33 g/l. Kada su u pitanju 
optimizovane vrednosti inicijalnih koncentracija glicerola i K2HPO4, moņe se zakljuĉiti da je u 
drugom setu optimizacije postignuto njihovo znaĉajno smanjenje u odnosu na prvi set 
optimizacije (83,18% kada je u pitanju inicijalna koncentracija glicerola i 21,81% kada je u 
pitanju inicijalna koncentracija K2HPO4), ĉime se takoĊe postiņe znaĉajno smanjenje cene 
hranljive podloge na bazi sirovog glicerola. Osim toga, takoĊe se moņe zakljuĉiti da primena 
hranljive podloge na bazi sirovog glicerola optimizovanog sastava iz drugog seta 
optimizacije rezultuje manjim vrednostima rezidualnih koncentracija nutrijenata u 
kultivacionoj teĉnosti nakon kultivacije proizvodnog mikroorganizma, u poreĊenju sa prvim 
setom optimizacije. Rezidualna koncentracija ukupnog azota smanjena je za 65,12%, 
rezidualna koncentracija ukupnog fosfora za 25,24%, a rezidualna koncentracija glicerola za 
ĉak 94%, ĉime je postignuto ispunjenje drugog cilja optimizacije sastava hranljive podloge 
na bazi sirovog glicerola, ńto potvrĊuje i vrednost ņeljene funkcije od 0,81. Kada je u pitanju 
modelom predviĊen vrednost preĉnika zona inhibicije, u drugom setu optimizacije moņe se 
primetiti smanjenje ove vrednosti za 9,38% u poreĊenju sa prvim setom optimizacije. S 
obzirom na veoma znaĉajno smanjenje trońkova pripreme hranljive podloge smanjenjem 
inicijalnih koncentracija nutrijenata i potpunim iskljuĉenjem organskog i neorganskog izvora 
azota iz sastava hranljive podloge, kao i smanjenjem trońkova preĉińćavanja efluenata 
bioprocesa usled smanjenja rezidualnih koncentracija nutrijenata nakon kultivacije 
proizvodnog mikroorganizma, znaĉaj stepen smanjenja antimikrobne aktivnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas trebao bi 
da bude procenjen daljom tehno-ekonomskom analizom bioprocesa. 
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Tabela 5.13. Optimizovane vrednosti variranih faktora i predviĊene vrednosti odziva dobijene 
kao rezultat optimizacije sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola 
 Prvi set optimizacije Drugi set optimizacije 
Faktori Cilj 
Optimizovana 
vrednost 
Cilj 
Optimizovana 
vrednost 
Glicerol (g/l) u opsegu 59,46 u opsegu 10,00 
Ekstrakt kvasca (g/l) u opsegu 4,76 u opsegu 0,00 
(NH4)2SO4 (g/l) u opsegu 0,05 u opsegu 0,00 
K2HPO4 (g/l) u opsegu 5,96 u opsegu 4,66 
Odzivi Cilj 
PredviĊena 
vrednost 
Cilj 
PredviĊena 
vrednost 
Preĉnik zone inhibicije (mm) maksimalan 47,43 maksimalan 42,98 
Rezidualni sadrņaj glicerola (g/l) u opsegu 43,70 minimalan 2,62 
Rezidualni sadrņaj ukupnog azota 
(g/l) 
u opsegu 0,86 minimalan 0,33 
Rezidualni sadrņaj ukupnog 
fosfora (g/l) 
u opsegu 1,03 minimalan 0,77 
Vrednost ţeljene funkcije 1,00 0,81 
 
5.6.3. VALIDACIJA REŠENJA HRANLJIVE PODLOGE OPTIMIZOVANOG 
SASTAVA NA BAZI SIROVOG GLICEROLA 
U cilju validacije optimizovanog sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola izvrńena 
je kultivacija proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama ukupne 
zapremine 2 l i laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 3 l. Prilikom izvoĊenja 
bioprocesa u Vulfovim bocama, na svakih 12 ĉasova uzimani su uzorci kultivacione teĉnosti 
sa ciljem praćenja toka kultivacije u pogledu sadrņaja biomase proizvodnog mikroorganizma, 
rezidualnih koncentracija osnovnih nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora), 
kao i antimikrobne aktivnosti protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas (Xanthomonas 
campestris Mn 7-2, Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 1 i Xanthomonas euvesicatoria 
PAP LIST 2). Tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma u laboratorijskom bioreaktoru, 
u istim vremenskim intervalima su praćeni isti parametri bioprocesa, uz dodatak u vidu 
kontinualnog praćenja temperature i vrednosti pH kultivacione teĉnosti. 
5.6.3.1. Praćenje toka kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge 
optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola 
Rezultati prikazani u okviru ovog poglavlja predstavljaju srednje vrednosti iz ĉetiri kultivacije 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama primenom hranljive 
podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola. 
Praćenje toka kultivacije u pogledu sadrņaja biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis tokom kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge optimizovanog 
sastava na bazi sirovog glicerola prikazano je na slici 5.16. Za razliku od procesa kultivacije 
koji je vrńen primenom hranljive podloge na bazi komercijalnog glicerola, tokom kultivacije 
proizvodnog mikroorganizma primenom hranljive podloge na bazi sirovog glicerola praćenje 
sadrņaja biomase proizvodnog mikroorganizma vrńeno je samo primenom gravimetrijske 
metode, zbog mutnoće hranljive podloge, koja se koristi kao slepa proba, koja onemogućava 
spektrofotometrijsko odreĊivanje optiĉke gustine kultivacione teĉnosti. Prikazan trend 
promene sadrņaja biomase proizvodnog mikroorganizma odgovara tipiĉnoj krivi rasta 
bakterija, sa lag fazom adaptacije proizvodnog mikroorganizma na uslove kultivacije u 
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periodu do 24. ĉasa kultivacije, nakon ĉega sledi log faza intenzivnog umnoņavanja biomase 
do 60. ĉasa kultivacije, praćena stacionarnom fazom rasta u kojoj se uoĉavaju veoma male 
promene sadrņaja biomase do kraja kultivacije. Maksimalna koncentracija biomase 
proizvodnog mikroorganizma postignuta na kraju kultivacije koja je trajala 96 h iznosi 1,75 
g/l, ńto je manja vrednost u poreĊenju sa finalnim sadrņajem biomase proizvodnog 
mikroorganizma po zavrńetku kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge na 
bazi komercijalnog glicerola (1,9 g/l). 
 
Slika 5.16. Praćenje toka kultivacije u pogledu sadrņaja biomase proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis tokom kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive 
podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola 
 
Praćenje rezidualnih koncentracija osnovnih nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog 
fosfora) tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim 
bocama primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola vrńeno 
je primenom odgovarajućih analitiĉkih metoda (poglavlje 4.5.2.) iz supernatanta kultivacione 
teĉnosti dobijenog centrifugiranjem. Iz prikazanih rezultata (slika 5.17.) moņe se zakljuĉiti da 
promena rezidualnih koncentracija nutrijenata prati promenu sadrņaja biomase proizvodnog 
mikroorganizma. Moņe se primetiti intenzivnija potrońnja glicerola, ukupnog azota i ukupnog 
fosfora u toku prvih 60 ĉasova kultivacije, nakon ĉega potrońnja nutrijenata postaje manje 
intenzivna usled nastupanja stacionarne faze rasta. Najveći stepen konverzije uoĉava se 
kod glicerola kao izvora ugljenika (76,73%). Kada je u pitanju konverzija azota i fosfora, 
mogu se primetiti manje vrednosti stepena konverzija ova dva nutrijenta (60,67% i 28,57%, 
redom), pre svega zbog manje pogodnih uslova za rast i umnoņavanje biomase proizvodnog 
mikroorganizma, koji ukljuĉuju odsustvo termoregulacije, eksterno meńanje i odsustvo 
raspodeljivaĉa vazduha u toku interne aeracije. 
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Slika 5.17. Praćenje toka kultivacije u pogledu rezidualnih koncentracija nutrijenata tokom 
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama primenom 
hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola 
 
Antimikrobna aktivnost uzoraka kultivacione teĉnosti testirana je na svakih 12 ĉasova tokom 
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama primenom 
hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola. Kao test mikroorganizmi 
u ovoj fazi istraņivanja korińćeni su sledeći fitopatogeni izolati: Xanthomonas campestris Mn 
7-2, Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 1 i Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2. 
Antimikrobna aktivnost je praćena merenjem preĉnika zona inhibicije dobijenih testiranje 
uzoraka kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma protiv ispitivanih fitopatogenih 
izolata. Iz prikazanih rezultata (slika 5.18.) moņe se uoĉiti sliĉan trend promene antimikrobne 
aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti za sva tri testirana fitopatogena izolata. Osim toga, 
trend promene antimikrobne aktivnosti takoĊe prati trend promene sadrņaja biomase i 
potrońnje nutrijenata u toku kultivacije u Vulfovim bocama. Na slici 5.19. prikazane su zone 
inhibicije dobijene testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti (96 h) 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas. Maksimalne vrednosti preĉnika zona inhibicije iznosile su 34,11 mm za izolat 
Xanthomonas campestris Mn 7-2, 30,18 mm za izolat Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 
1 i 31,21 mm za izolat Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2 
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Slika 5.18. Praćenje toka kultivacije u pogledu antimikrobne aktivnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas tokom 
kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi 
sirovog glicerola 
 
Xanthomonas campestris Mn 
7-2 
Xanthomonas euvesicatoria 
PAP LIST 1 
Xanthomonas euvesicatoria 
PAP LIST 2 
   
Slika 5.19. Zone inhibicije dobijene testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione 
teĉnosti (96 h) proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata 
roda Xanthomonas tokom kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge 
optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola 
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5.6.3.2. Praćenje toka kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive 
podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola 
Tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom 
bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola 
vrńena je regulacija temperature kultivacione teĉnosti, kao i interno meńanje primenom 
Ruńtonove turbine sa dva impelera i interna aeracija primenom raspodeljivaĉa vazduha. 
Praćenje parametara kultivacije vrńeno je na svakih 12 ĉasova uzimanjem uzoraka 
kultivacione teĉnosti. Osim toga, vrńeno je kontinualno praćenje vrednosti pH i temperature 
kultivacione teĉnosti, ĉija je vrednost, zahvaljujući termoregulaciji, iznosila 28°C tokom 
ĉitavog bioprocesa. Rezultati prikazani u okviru ovog poglavlja predstavljaju srednje 
vrednosti iz tri kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom 
bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola. 
Promena sadrņaja biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis tokom 
kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog sastava 
na bazi sirovog glicerola prikazana je na slici 5.20. U poreĊenju sa kultivacijom proizvodnog 
mikroorganizma uoĉava se kraće trajanje lag faze prilagoĊavanja proizvodnog 
mikroorganzma uslovima kultivacije u bioreaktoru (12 h). Log faza intenzivnog rasta uoĉava 
se u periodu izmeĊu 12. i 60. ĉasa kultivacije, nakon ĉega nastupa stacionarna faza rasta. 
Maksimalan sadrņaj biomase proizvodnog mikroorganizma postignut je na kraju kultivacije i 
iznosi 2,58 g/l, ńto je za 47,43% veća vrednost u poreĊenju sa vrednońću maksimalnog 
sadrņaja biomase proizvodnog mikroorganizma koja je postignuta u toku kultivacije u 
Vulfovim bocama (1,75 g/l). Ova ĉinjenica ukazuje na bolju prilagoĊenost proizvodnog 
mikroorganizma uslovima kultivacije u bioreaktoru, koja u poreĊenju sa kultivacijom u 
Vulfovim bocama obezbeĊuje konstantnu vrednost zadate temperature, kao i bolje uslove 
meńanja i aeracije, koji doprinose boljem prenosu mase nutrijenata i kiseonika do ćelija 
proizvodnog mikroorganizma. 
 
Slika 5.20. Praćenje toka kultivacije u pogledu sadrņaja biomase proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru 
primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola 
 
Promena vrednosti pH kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis 
tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog 
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sastava na bazi sirovog glicerola prikazana je na slici 5.21. Vrednost pH kultivacione teĉnosti 
praćena je kontinualno, ali su prikazane vrednosti pH zabeleņene na svaka ĉetiri ĉasa tokom 
kultivacije u bioreaktoru. Trend promene vrednosti pH kultivacione teĉnosti oslikava 
promenu metaboliĉke aktivnosti proizvodnog mikroorganizma u pogledu sinteze kiselih i 
baznih proizvoda metabolizma. Moņe se uoĉiti da prilikom kultivacije proizvodnog 
mikroorganizma u laboratorijskom bioreaktoru nije dolazilo do drastiĉnih promena vrednosti 
pH kultivacione teĉnosti, pri ĉemu je minimalna vrednost pH iznosila 5,01, u poreĊenju sa 
maksimalnom inicijalnom vrednońću pH koja je iznosila 6,82. 
 
Slika 5.21. Praćenje toka kultivacije u pogledu vrednosti pH kultivacione teĉnosti tokom 
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru 
primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola 
 
Praćenje toka kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis tokom kultivacije u 
laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi 
sirovog glicerola u pogledu rezidualnih koncentracija nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i 
ukupnog fosfora) prikazano je na slici 5.22. Sliĉno kao i prilikom kultivacije proizvodnog 
mikroorganizma u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge istog sastava, prilikom 
kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru uoĉava se sliĉan trend potrońnje nutrijenata od 
strane proizvodnog mikroorganizma, sa intenzivnijom potrońnjom svih nutrijenata do 60. 
ĉasa kultivacije, nakon ĉega nastupa stacionarna faza rasta u kojom se uoĉava manja brzina 
potrońnje nutrijenata. Finalne koncentracije nutrijenata (glicerol 2,62 g/l, ukupni azot 0,33 g/l 
i ukupni fosfor 0,72 g/l) su u saglasnosti sa vrednostima rezidualnih koncentracija nutrijenata 
po zavrńetku kultivacije proizvodnog mikroorganizma koje su predviĊene drugim setom 
optimizacije sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola (tabela 5.13., poglavlje 
5.6.2.). 
0
1
2
3
4
5
6
7
8
0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96
p
H
 
Vreme (h) 
 110 
 
 
Slika 5.22. Praćenje toka kultivacije u pogledu rezidualnih koncentracija nutrijenata tokom 
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru 
primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola 
 
Rezultati testiranja antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti protiv ispitivanih 
fitopatogenih izolata (Xanthomonas campestris Mn 7-2, Xanthomonas euvesicatoria PAP 
LIST 1 i Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2) na svakih 12 ĉasova tokom kultivacije 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru primenom 
hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola prikazani su na slici 5.23. 
Uoĉava se sliĉan trend promene preĉnika zona inhibicije za sva tri ispitivana fitopatogena 
izolata, a osim toga, uoĉava se da trend promene antimikrobne aktivnosti takoĊe prati trend 
promene sadrņaja biomase i potrońnje nutrijenata. Na slici 5.24 prikazane su zone inhibicije 
dobijene testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti (96 h) 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas. Maksimalne vrednosti preĉnika zona inhibicije za sva tri ispitivana 
fitopatogena izolata veće su u sluĉaju kultivacije proizvodnog mikroorganizma u 
laboratorijskom bioreaktoru u poreĊenju sa kultivacijom proizvodnog mikroorganizma u 
Vulfovim bocama. Dobijene maksimalne vrednosti preĉnika zona inhibicije iznose 47,2 mm 
za izolat Xanthomonas campestris Mn 7-2, 40,21 mm za izolat Xanthomonas euvesicatoria 
PAP LIST 1 i 39,75 mm za izolat Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2. Moņe se uoĉiti da 
su dobijene vrednosti preĉnika zona inhibicije u saglasnosti sa predviĊenim vrednostima 
dobijenim drugim setom optimizacije sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola 
(tabela 5.13., poglavlje 5.6.2.). Osim toga, uoĉava se manja vrednost preĉnika zona 
inhibicije protiv sva tri fitopatogena izolata kao rezultat primene hranljive podloge 
optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola u poreĊenju sa primenom hranljive podloge 
optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola. Ovakav rezultat je i oĉekivan 
uzimajući u obzir veliku koliĉinu neĉistoća prisutnih u sirovom glicerolu iz proizvodnje 
biodizela (Yang i sar., 2012). Ipak, i pored smanjenja stepena antimikrobne  aktivnosti od 
29,81% za izolat Xanthomonas campestris Mn 7-2, 32,54% za izolat Xanthomonas 
euvesicatoria PAP LIST 1 i 35,11% za izolat Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2, 
dobijeni rezultati u vidu veoam velikih vrednosti preĉnika zona inhibicije ukazuju na veoma 
0
2
4
6
8
10
12
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1
1.2
0 12 24 36 48 60 72 84 96
K
o
n
c
e
n
tr
a
c
ij
a
 g
li
c
e
ro
la
 (
g
/l
) 
K
o
n
c
e
n
tr
a
c
ij
a
 u
k
u
p
n
o
g
 a
z
o
ta
 (
g
/l
) 
K
o
n
c
e
n
tr
a
c
ij
a
 u
k
u
p
n
o
g
 f
o
s
fo
ra
 (
g
/l
) 
Vreme (h) 
Rezidualna koncentracija ukupnog fosfora (g/l)
Rezidualna koncentracija ukupnog azota (g/l)
Rezidualna koncentracija glicerola (g/l)
 111 
 
znaĉajan potencijal primene sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela kao izvora ugljenika za 
biotehnolońku proizvodnju biokontrolnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas primenom proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis. 
 
Slika 5.23. Praćenje toka kultivacije u pogledu antimikrobne aktivnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas tokom 
kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog sastava 
na bazi sirovog glicerola 
 
Xanthomonas campestris Mn 
7-2 
Xanthomonas euvesicatoria 
PAP LIST 1 
Xanthomonas euvesicatoria 
PAP LIST 2 
   
Slika 5.24. Zone inhibicije dobijene testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione 
teĉnosti (96 h) proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata 
roda Xanthomonas tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive 
podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola 
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5.7. UNAPREĐENJE PROCESA UNAKRSNE MIKROFILTRACIJE 
ZA IZDVAJANJE BIOMASE PROIZVODNOG 
MIKROORGANIZMA Bacillus velezensis  
Unakrsna mikrofiltracija predstavlja jednu od najĉeńće korińćenih tehnika za izdvajanje 
biomase mikroorganizama. Prilikom izvoĊenja unakrsne procesa mikrofiltracije mnogi faktori 
utiĉu na efikasnost ovog procesa, kao ńto su tip i karakteristike membrane (materijal, 
dimenzije pora, specifiĉna povrńina), karakteristike kultivacione teĉnosti ili suspenzije 
mikroorganizama (koncentracija ćelija, gustina, viskozitet), kao i operativni uslovi (protok 
napojne smeńe, transmembranski pritisak, temperatura). U eksperimentima u okviru ove 
doktorske disertacije ispitan je uticaj operativnih uslova (transmembranski pritisak i protok 
napojne smeńe) na efikasnost mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis u pogledu fluksa permeata u stacionarnom stanju. 
Kultivaciona teĉnost korińćena u svim eksperimentima mikrofiltracije dobijena je kultivacijom 
proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama (poglavlje 4.4.) primenom hranljive podloge 
optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola (poglavlje 5.4.2.). Svi eksperimenti 
mikrofiltracije izvedeni su pri temperaturi 25°C, kako bi se eliminisao uticaj ovog operativnog 
faktora na fluks permeata. Osim toga, u svim eksperimentima je potvrĊena vijabilnost ćelija 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u retentatu nakon mikrofiltracije, pri ĉemu 
je koncentracija vijabilnih ćelija u retentatu bila uporediva sa koncentracijom ćelija u napojnoj 
smeńi (kultivacionoj teĉnosti) koja je korińćena za eksperimente mikrofiltracije. Osim toga, 
ispitan je uticaj primene razliĉitih hidrodinamiĉkih metoda (Kenics statiĉki meńaĉ, uduvavanje 
vazduha i kombinacija Kenics statiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha) na povećanje fluksa 
permeata tokom procesa mikrofiltracije. Metodologija odzivne povrńine je primenjena sa 
ciljem dobijanja matematiĉkih modela koji opisuju uticaj operativnih uslova mikrofiltracije 
(transmembranski pritisak i protok napojne smeńe) na fluks permeata, kao relativno 
povećanje fluksa permeata i smanjenje specifiĉne potrońnje energije tokom eksperimenata u 
kojima su primenjeni Kenics statiĉki meńaĉ i/ili uduvavanje vazduha. Optimizacija operativnih 
uslova mikrofiltracije izvrńena je primenom metode ņeljene funkcije na osnovu matematiĉkih 
modela dobijenih primenom metodologije odzivne povrńine.  
5.7.1. UNAKRSNA MIKROFILTRACIJA BEZ PRIMENE HIDRODINAMIĈKIH 
METODA ZA POVEĆANJE FLUKSA PERMEATA 
Eksperimenti mikrofiltracije u ovoj fazi istraņivanja vrńeni su sa ciljem ispitivanja uticaja 
operativnih uslova procesa mikrofiltracije (transmembranski pritisak – 0,2 bar, 0,6 bar i 1 bar; 
protok napojne smeńe – 60 l/h, 120 l/h i 180 l/h) na fluks permeata u stacionarnom stanju 
prilikom mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis, 
bez primene hidrodinamiĉkih metoda za povećanje fluksa permeata u stacionarnom stanju. 
Uticaj ispitivanih nezavisnih promenljivih, kao i njihove interakcije, detaljnije je ispitan 
primenom metodologije odzivne povrńine.  
Na slici 5.25. prikazana je promena fluksa permeata u toku mikrofiltracije kultivacione 
teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis pri razliĉitim vrednostima 
transmembranskog pritiska (0,2 bar, 0,6 bar i 1 bar) i vrednostima protoka napojne smeńe 
od 60 l/h, 120 l/h i 180 l/h. Kao ńto se moņe uoĉiti sa priloņenih grafika, na poĉetku procesa 
mikrofiltracije pri transmembranskom pritisku od 0,2 bar dobijaju se pribliņno iste inicijalne 
vrednosti fluksa permeata nezavisno od vrednosti protoka napojne smeńe. Na deponovanje 
ćelija proizvodnog mikroorganizma koje formiraju filtracionu pogaĉu na povrńini membrane 
utiĉu dva toka fluida: tok permeata, koji se u odnosu na povrńinu membrane odvija pod 
pravim uglom, i tok napojne smeńe, koji je paralelan sa povrńinom membrane. Na samom 
poĉetku procesa mikrofiltracije pri manjim protocima napojne smeńe ćelije bivaju 
deponovane na povrńinu membrane nasumiĉno usled ĉinjenice da do formiranja filtracione 
pogaĉe dolazi dominantno usled permeacije, stoga su na poĉetku procesa mikrofiltracije 
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vrednosti fluksa permeata vińe. Sa druge strane, pri većem protoku napojne smeńe na 
raspored ćelija na povrńini membrane utiĉu i veće sile smicanja usled većeg protoka napojne 
smeńe, usled ĉega je specifiĉni otpor filtracione pogaĉe veći nego pri manjim protocima 
napojne smeńe (Tanaka i sar., 1996). Stoga na poĉetku procesa mikrofiltracije pri 
transmembranskom pritisku od 0,2 bar nije dońlo do povećanja fluksa permeata sa 
povećanjem protoka napojne smeńe. Sa druge strane, pri većim vrednostima protoka 
napojne smeńe (120 l/h i 180 l/h) dobija se vińi inicijalni fluks permeata zbog kretanja većeg 
broja ĉestica (ćelija proizvodnog mikroorganizma) u suprotnom smeru od smera toka 
napojne smeńe, usled turbulentnog reņima proticanja pri većim protocima napojne smeńe 
(Tanaka i sar., 1994c), ńto je naroĉito izraņeno kod eksperimenata u kojima je mikrofiltracija 
vrńena pri većim vrednostima transmembranskog pritiska (0,6 bar i 1 bar). U ovim 
sluĉajevima, pogonska sila procesa mikrofiltracije je znatno veća u poreĊenju sa 
eksperimentima vrńenim pri transmembranskom pritisku od 0,2 bar, stoga se na poĉetku 
procesa mikrofiltracije dobijaju znatno vińe inicijalne vrednosti fluksa permeata. 
Vrednost fluksa permeata u toku mikrofiltracije koja je vrńena pri transmembranskom pritisku 
od 0,2 bar i protoku napojne smeńe od 60 l/h se veoma brzo smanjila uz dostizanje 
stacionarnog stanja nakon 1 h. Sa druge strane, u eksperimentima vrńenim pri istoj vrednosti 
transmembranskog pritiska sa povećanjem protoka napojne smeńe na 120 l/h i 180 l/h dońlo 
je do smanjenja vremena potrebnog za postizanje stacionarnog stanja (15 min i 10 min, 
redom). Sliĉan trend moņe se uoĉiti i u eksperimentima mikrofiltracije vrńenim pri vińim 
vrednostima transmemmbranskog pritiska (slika 5.25.). U eksprimentima mikrofiltracije 
vrńenim pri transmembranskom pritisku od 0,6 bar uoĉava se postizanje stacionarnog stanja 
za 30 min, 25 min i 15 min pri protoku napojne smeńe od 60 l/h, 120 l/h i 180 l/h, redom. 
Kada je proces mikrofiltracije vrńen pri vrednosti transmembranskog pritiska od 1 bar, do 
uspostavljanja stacionarnog stanja dońlo je nakon 25 min, 20 min i 10 min za protoke 
napojne smeńe od 60 l/h, 120 l/h i 180 l/h, redom. Iz prikazanih rezultata moņe se zakljuĉiti 
da povećanje transmembranskog pritiska i povećanje protoka napojne smeńe u ispitivanim 
opsezima dovode do smanjenja vremena potrebnog za uspostavljanje stacionarnog stanja, 
odnosno do brņeg postizanja konstantne debljine filtracione pogaĉe. 
Kada se posmatra promena fluksa permeata u stacionarnom stanju pri protoku napojne 
smeńe od 120 l/h i razliĉitim vrednostima transmembranskog pritiska (0,2 bar, 0,6 bar i 1 
bar), moņe se uoĉiti da je u sva tri sluĉaja vrednost fluksa permeata u stacionarnom stanju 
pribliņno ista. Sliĉne rezultate dobili su i Tanaka i sar. (1994a) tokom unakrsne mikrofiltracije 
mikroorganizma Bacillus subtilis primenom membrane sa pravougaonim kanalom kroz koji 
protiĉe napojna smeńa.  
Nakon dostizanja stacionarnog stanja filtraciona pogaĉa je već formirana. Povećanje sila 
smicanja na povrńini filtracione pogaĉe, do kojeg dolazi zahvaljujući povećanju protoka 
napojne smeńe, rezultuje smanjenjem mase filtracione pogaĉe usled skidanja odreĊene 
koliĉine ĉestica (ćelija proizvodnog mikroorganizma) sa povrńine pogaĉe. Kao posledica 
toga dolazi do povećanja vrednosti fluksa stacionarnog stanja u ispitivanom opsegu protoka 
napojne smeńe i taj trend se moņe uoĉiti pri svim ispitivanim vrednostima 
transmembranskog pritiska (tabela 5.25.). 
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Tabela 5.14. Vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju pri razliĉitim uslovima 
transmembranskog pritiska i protoka napojne smeńe prilikom unakrsne mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis 
Transmembranski pritisak 
(bar) 
Protok napojne smeše (l/h) 
Stacionarni fluks permeata 
(l/(m
2
∙h) 
0,2 60 24,87 
0,2 120 30,57 
0,2 180 44,04 
0,6 60 19,44 
0,6 120 29,04 
0,6 180 53,87 
1,0 60 14,82 
1,0 120 27,30 
1,0 180 56,70 
 
Pri transmembranskom pritisku od 0,2 bar, ostvaruje se povećanje fluksa permeata u 
stacionarnom stanju za 22,92% pri povećanju protoka napojne smeńe sa 60 l/h na 120 l/h i 
za 77,08% pri povećanju protoka napojne smeńe sa 60 l/h na 180 l/h. Kada je proces 
mikrofiltracije vrńen pri transmembranskom pritisku od 0,6 bar, povećanje protoka napojne 
smeńe sa 60 l/h na 120 l/h dovelo je povećanja stacionarnog fluksa permeata za 49,38%, 
dok je povećanje protoka napojne smeńe sa 60 l/h na 180 l/h dovelo je povećanja 
stacionarnog fluksa permeata za 177,11%. Pri izvoĊenju procesa mikrofiltracije primenom 
transmembranskog pritiska od 1 bar, povećanja stacionarnog fluksa permeata prilikom 
povećanja protoka napojne smeńe sa 60 l/h na 120 l/h i sa 60 l/h na 180 l/h iznosila su 
84,21% i 282,59%, redom (tabela 5.14.). Moņe se uoĉiti da je povećanje fluksa permeata u 
stacionarnom stanju sa povećanjem protoka napojne smeńe izraņenije pri vińim vrednostima 
transmembranskog pritiska. Sliĉni rezultati dobijeni su i kada su u pitanju varijacije fluksa 
permeata u stacionarnom stanju u zavisnosti od protoka napojne smeńe tokom unakrsne 
mikrofiltracije mikroorganizama Bacillus subtilis (Hwang i Tsai, 2014) i Bacillus coagulans 
(Fan i sar., 2015). 
Sa druge strane, kada se posmatra vrednost fluksa permeata u stacionarnom stanju pri istim 
vrednostima protoka napojne smeńe, moņe se uoĉiti da za eksperimente koji su vrńeni pri 
protocima napojne smeńe od 60 l/h i 120 l/h sa povećanjem transmembranskog pritiska 
dolazi do smanjenja fluksa permeata u stacionarnom stanju. Pri protoku napojne smeńe od 
60 l/h, povećanje transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 0,6 bar dovodi do smanjenja 
stacionarnog fluksa permeata za 21,83%, dok povećanje transmembranskog pritiska sa 0,2 
bar na 1 bar dovodi do smanjenja stacionarnog fluksa permeata za 40,41%. Pri većem 
protoku napojne smeńe od 120 l/h uticaj povećanja transmembranskog pritiska na smanjenje 
fluksa permeata u stacionarnom stanju je manje izraņen, pa se moņe uoĉiti smanjenje od 5% 
za povećanje transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 0,6 bar i smanjenje od 10,7% za 
povećanje transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 1 bar. Razlog za ovakav trend fluksa 
permeata u stacionarnom stanju moņe se pronaći u promenama strukture filtracione pogaĉe 
od nasumiĉnog rasporeda ńtapićastih ćelija proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis 
na poĉetku procesa mikrofiltracije ka horizontalnoj orijentaciji ćelija u strukturu nalik ciglama 
u zidu, koja ispoljava vińi specifiĉni otpor proticanju permeata i stoga dovodi do smanjenja 
fluksa permeata (Tanaka i sar., 1994a; Mota i sar., 2002; Fan i sar., 2015). Nasuprot tome, 
povećanje transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 0,6 bar i sa 0,2 bar na 1 bar pri protoku 
napojne smeńe od 180 l/h dovodi do povećanja fluksa permeata u stacionarnom stanju. 
Ovakvo ponańanje moņe se objasniti turbulentnim reņimom proticanja napojne smeńe pri 
protoku od 180 l/h (Re=5971), koji delimiĉno naruńava strukturu filtracione pogaĉe usled 
ĉega dolazi do smanjenja otpora proticanju i većeg rezultujućeg fluksa permeata u 
stacionarnom stanju (Huisman i Trägårdh, 1999). Iz svega navedenog moņe se zakljuĉiti da 
se efikasnije povećanje fluksa permeata moņe postići povećanjem protoka napojne smeńe, 
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odnosno prividne brzine proticanja, nego povećanjem transmembranskog pritiska tokom 
mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis bez 
primene hidrodinamiĉkih metoda za povećanje fluksa permeata.  
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TMP=0,2 bar TMP=0,6 bar TMP=1 bar 
   
   
   
Slika 5.25. Praćenje toka procesa unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis u pogledu fluksa permeata pri razliĉitim 
vrednostima transmembranskog pritiska (0,2 bar, 0,6 bar i 1 bar) i protoka napojne smeńe (60 l/h, 120 l/h i 180 l/h)
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5.7.1.1. Modelovanje uticaja parametara mikrofiltracije na fluks permeata 
prilikom unakrsne mikrofiltracije bez primene hidrodinamiĉkih 
metoda za povećanje fluksa permeata 
Metodologija odzivne povrńine je primenjena sa ciljem modelovanja fluksa permeata i 
detaljnijeg uticaja ispitivanja dve nezavisne promenljive (transmembranski pritisak i protok 
napojne smeńe) na odabrani odziv prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis. Primenjene kombinacije odabranih 
promenljivih u eksperimentalnom planu date su u tabeli 4.10. (poglavlje 4.6.1.). Rezultati 
fitovanja eksperimentalnih podataka kvadratnom polinomskom jednaĉinom (analiza 
varijanse odabranog odziva) dati su u tabeli 5.15. Vrednost koeficijenta determinacije 
ukazuje da manje od 1% varijabilnosti ne moņe biti objańnjeno polinomskom jednaĉinom 
drugog reda. Osim toga, visoka vrednost koeficijenta determinacije ukazuje na 
zadovoljavajuću aproksimaciju eksperimentalnih podataka iz procesa mikrofiltracije 
polinomom drugog reda, dok p-vrednost manja od 0,05 dokazuje statistiĉku znaĉajnost 
dobijenog modela pri nivou znaĉajnosti od 95%.  
Tabela 5.15. Analiza varijanse za fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom unakrsne 
mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis 
Izvor 
varijabilnosti 
SS DF MS F-vrednost p-vrednost R
2 
Model 11783,07 6 1963,85 452,73 0,0002 0,993 
Rezidual 13,01 3 4,34 - - - 
 
Matematiĉki modeli odzivnih povrńina (polinomske jednaĉine drugog reda) predstavljaju 
odgovarajući naĉin za prikazivanje i fitovanje eksperimentalnih podataka dobijenih u procesu 
mikrofiltracije. Koeficijenti modela za stacionarni fluks permeata u toku mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis, kao i njihove p-
vrednosti, prikazani su u tabeli 5.16., pri ĉemu su znaĉajni koeficijenti regresione jednaĉine, 
kao i njihove p-vrednosti manje od 0,05, boldovani. 
Tabela 5.16. Koeficijenti regresione jednaĉine i njihove p-vrednosti za fluks permeata u 
stacionarnom stanju prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus 
velezensis 
 Odseĉak Linearni koeficijenti 
Koeficijent 
interakcije 
Kvadratni koeficijenti 
 b0 b1 b2 b12 b11 b22 
Vrednost 
koeficijenta 
39,276 -20,666 -0,320 0,237 -6,668 0,002 
p-vrednost 0,0097 0,9050 0,0003 0,0121 0,5212 0,0203 
1 – TMP, 2 – protok napojne smeńe 
Posmatrajući rezultate date u tabeli 5.16., zakljuĉuje se da p-vrednost kvadratnog 
koeficijenta regresione jednaĉine ukazuje na statistiĉki znaĉajan uticak protoka napojne 
smeńe na fluks permeata u stacionarnom stanju. Linearni koeficijent ove promenljive je 
takoĊe statistiĉki znaĉajan pri nivou znaĉajnosti od 95%. Linearni i kvadratni koeficijent 
transmembranskog pritiska nisu statistiĉki znaĉajni, ali je zato statistiĉki znaĉajan koeficijent 
interakcije ove promenljive sa protokom napojne smeńe.  
Odzivna povrńina koja prikazuje uticaj transmembranskog pritiska i protoka napojne smeńe 
na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom mikrofiltracije kultivacione teĉnosti 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis data je na slici 5.26. Minimalan fluks 
permeata u stacionarnom stanju dobija se pri minimalnoj vrednosti protoka napojne smeńe i 
maksimalnoj vrednosti transmembranskog pritiska iz posmatranih opsega. Sa druge strane, 
maksimalan fluks permeata u stacionarnom stanju dobija se pri maksimalnoj vrednosti 
protoka napojne smeńe u veoma ńirokom opsegu vrednosti transmembranskog pritiska, pri 
 118 
 
ĉemu se najveća vrednost fluksa permeata takoĊe dobija pri maksimalnoj vrednosti 
transmembranskog pritiska. Iz prikazanih rezultata moņe se zakljuĉiti da promena protoka 
napojne smeńe ima veći uticaj na promenu fluksa permeata u stacionarnom stanju u 
poreĊenju sa uticajem transmembranskog pritiska. Povećanjem protoka napojne smeńe 
dolazi do smanjenja debljine filtracione pogaĉe, a samim tim i do smanjenja otpora filtracione 
pogaĉe protoku permeata, stoga dolazi do povećanja vrednosti fluksa permeata. Ovo 
povećanje je manje znaĉajno pri manjim vrednostima transmembranskog pritiska u 
poreĊenju sa većim vrednostima ove promenljive. Ovakvo ponańanje moņe biti objańnjeno 
promenama u rasporedu ćelija u filtracionoj pogaĉi (Tanaka i sar., 1994a). Pri većim 
vrednostima transmembranskog pritiska, formiranje filtracione pogaĉe na poĉetku procesa 
mikrofiltracije uslovljeno je permeacijom, stoga struktura filtracione pogaĉe biva manje 
ureĊena tokom napojne smeńe, ńto rezultuje većim fluksom permeata. Tokom procesa 
mikrofiltracije, povećanje debljine filtracione pogaĉe dovodi do smanjenja fluksa permeata, 
stoga sile smicanja toka napojna smeńe ureĊuju deponovanje ćelija u pravcu koji je 
paralelan toku napojne smeńe. U stacionarnom stanju, povećanje protoka napojne smeńe 
smanjuje debljinu filtracione pogaĉe, stoga se smanjuje i debljina sloja filtracione pogaĉe 
ureĊenog tokom napojne smeńe i dolazi do povećanja fluksa permeata, pri ĉemu je ovo 
povećanje znaĉajno veće nego pri manjim vrednostima transmembranskog pritiska.  
Nasuprot tome, pri manjim vrednostima transmembranskog pritiska ureĊivanje deponovanja 
ćelija dejstvom sila smicanja se deńava ranije u toku procesa mikrofiltracije zbog malih 
vrednosti fluksa permeata (slabije pogonske sile izvoĊenja procesa). Stoga je otpor 
filtracione pogaĉe proticanju permeata znatno veći (Tanaka i sar., 1994a; Mota i sar., 2002). 
U stacionarnom stanju, povećanje protoka napojne smeńe ne deluje toliko efikasno na 
smanjenje otpora filtracione pogaĉe proticanju permeata kao pri većim vrednostima 
transmembranskog pritiska, ńto rezultuje manjim vrednostima fluksa permeata.  
Uticaj transmembranskog pritiska na fluks permeata u stacionarnom stanju u sluĉaju 
mikrofiltracije bez primene hidrodinamiĉkih metoda za povećanje fluksa permeata je veoma 
sloņen, ńto se moņe videti i na slici 5.26. Pri manjim vrednostima protoka napojne smeńe (pri 
laminarnom ili prelaznom reņimu strujanja), povećanje vrednosti transmembranskog pritiska 
rezultuje smanjenjem fluksa permeata u stacionarnom stanju. U literaturi su objavljeni sliĉni 
rezultati za procese mikrofiltracije ńtapićastih ĉestica ili ćelija, kao ńto su ĉeńtice grafen 
oksida (Li i sar., 2019) ili mikroorganizmi poput Escherichia coli (Tanaka i sar., 1994b), 
bakterija roda Pseudomonas (Hwang i sar., 2001) i Bacillus coagulans (Fan i sar., 2015). 
Objańnjenje ovog fenomena moņe se pronaći u ureĊivanju rasporeda ćelija pod dejstvom 
sila smicanja koje rezultuje formiranjem strukture nalik ciglama u zidu na povrńini filracione 
pogaĉe (Mota i sar., 2002; Fan i sar., 2015). Otpor ovog sloja proticanju permeata postaje 
sve veći sa povećanjem kompaktnosti filtracione pogaĉe do koga dolazi usled povećanja 
transmembranskog pritiska. Do smanjenja fluksa permeata dolazi i zbog povećanja 
tortuoznosti (vijugavosti toka permeata kroz filtracionu pogaĉu) (Mota i sar., 2002). 
Povećanjem transmembranskog pritiska pri većim vrednostima protoka napojne smeńe 
moņe se uoĉiti umereno povećanje fluksa permeata u stacionarnom stanju. Povećanje 
prividne brzine proticanja napojne smeńe kroz kanal membrane rezultuje turbulentnim 
reņimom proticanja napojne smeńe. Njegov uticaj redukuje otpor filtracione pogaĉe 
proticanju permeata i stoga dovodi do povećanja fluksa permeata. Uticaj turbulentnom 
reņima proticanja napojne smeńe na odvijanje procesa unakrsne mikrofiltracije moņe biti 
objańnjen na dva naĉina: promenom reņima proticanja fluida u kanalu membrane i 
povećanjem kratanja ĉestica u suprotnom smeru u odnosu na tok napojne smeńe 
zahvaljujući turbulentnoj difiziji (Huisman i Trägårdh, 1999). 
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Slika 5.26. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i protoka 
napojne smeńe na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom unakrsne mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis 
5.7.2. UNAKRSNA MIKROFILTRACIJA UZ PRIMENU KENICS STATIĈKOG 
MEŠAĈA 
Eksperimenti mikrofiltracije u ovoj fazi istraņivanja vrńeni su sa ciljem ispitivanja uticaja 
primene Kenics statiĉkog meńaĉa na promenu fluksa permeata tokom mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis, u odnosu na 
izvoĊenje procesa mikrofiltracije bez statiĉkog promotora turbulencije. TakoĊe je ispitan 
uticaj operativnih uslova (transmembranski pritisak – 0,2 bar, 0,6 bar i 1 bar; protok napojne 
smeńe – 60 l/h, 120 l/h i 180 l/h) na fluks permeata modelovanjem primenom metodologije 
odzivne povrńine. Dobijeni matematiĉki modeli iskorińćeni su za optimizaciju operativnih 
uslova primenom metode ņeljene funkcije, koja je imala za cilj maksimizaciju fluksa 
permeata u stacionarnom stanju i maksimizaciju smanjenja specifiĉne potrońnje energije u 
poreĊenju sa izvoĊenjem procesa mikrofiltracije bez Kenics statiĉkog meńaĉa. 
Rezultati praćenja fluksa permeata u eksperimentima mikrofiltracije kultivacione teĉnosti 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis uz primenu Kenics statiĉkog meńaĉa kao 
promotora turbulencije, pri ĉemu su ispitivani uticaji razliĉitih vrednosti transmembranskog 
pritiska (0,2 bar, 0,6 bar i 1 bar) i protoka napojne smeńe (60 l/h, 120 l/h i 180 l/h), prikazani 
su na slici 5.27. Trend promene fluksa permeata u toku procesa mikrofiltracije uz primenu 
statiĉkog meńaĉa je neńto drugaĉiji u poreĊenju sa procesom mikrofiltracije bez primene 
hidrodinamiĉkih metoda za povećanje fluksa permeata. Moņe se uoĉiti da je u svim 
prikazanim eksperimentima na poĉetku procesa mikrofiltracije dońlo do naglog opadanja 
vrednosti fluksa permeata, kao i da je ubrzo nakon toga dońlo do uspostavljanja 
stacionarnog stanja. Za postizanje stacionarnog stanja u pogledu fluksa permeata potrebno 
je znatno kraće vreme u procesu mikrofiltracije sa statiĉkim meńaĉem (5-15 min) u 
poreĊenju sa procesom mikrofiltracije bez statiĉkog meńaĉa (10-60 min). Kao ńto je i 
oĉekivano, vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju su znatno veće u 
eksperimentima mikrofiltracije uz prisustvo statiĉkog meńaĉa kao promotora turbulencije, ńto 
sugerińe da je prisustvo Kenics statiĉkog meńaĉa spreĉilo ureĊivanje ćelija na povrńini 
filtracione pogaĉe pod dejstvom sila smicanja. Stoga se dobijaju veće vrednosti fluksa 
permeata u stacionarnom stanju sa povećanjem protoka napojne smeńe. Pri 
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transmembranskom pritisku od 0,2 bar, ovo povećanje je iznosilo 58,56% za povećanje 
protoka napojne smeńe sa 60 l/h na 120 l/h i 90,22% za povećanje za povećanje protoka 
napojne smeńe sa 60 l/h na 180 l/h. Kada je proces mikrofiltracije vrńen pri 
transmembranskom pritisku od 0,6 bar, za povećanje protoka napojne smeńe sa 60 l/h na 
120 l/h povećanje stacionarnog fluksa permeata iznosilo je 48,16%, dok je za za povećanje 
protoka napojne smeńe sa 60 l/h na 180 l/h povećanje stacionarnog fluksa permeata iznosilo 
97,03%. Sliĉno procesu mikrofiltracije bez primene hidrodinamiĉkih metoda za povećanje 
fluksa permeata, kada je vrńena mikrofiltracija kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis pri vrednosti transmembranskog pritiska od 1 bar, 
uoĉeno je najveće povećanje stacionarnog fluksa permeata sa povećanjem protoka napojne 
smeńe: 91,17% za povećanje sa 60 l/h na 120 l/h i 147,25% za povećanje sa 60 l/h na 180 
l/h (tabela 5.17.).  
Tabela 5.17. Vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju, relativnog povećanja fluksa 
permeata i smanjenja specifiĉne potrońnje energije pri razliĉitim uslovima 
transmembranskog pritiska i protoka napojne smeńe prilikom unakrsne mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis bez statiĉkog meńaĉa i sa statiĉkim meńaĉem 
Transmembranski 
pritisak (bar) 
Protok 
napojne 
smeše (l/h) 
Stacionarni fluks 
permeata – bez 
mešaĉa (l/(m
2
∙h) 
Stacionarni fluks 
permeata – sa 
mešaĉem (l/(m
2
∙h) 
FI (%) ER (%) 
0,2 60 24,87 34,81 39,92 -7,20 
0,2 120 30,57 55,29 80,86 -10,58 
0,2 180 44,04 66,33 50,62 -32,79 
0,6 60 19,44 64,91 233,81 60,06 
0,6 120 29,04 96,17 231,21 39,62 
0,6 180 53,87 127,89 137,38 15,75 
1,0 60 14,82 57,40 287,30 48,36 
1,0 120 27,30 109,73 301,89 25,35 
1,0 180 56,70 141,92 150,31 20,10 
 
Sa druge strane, uticaj promene transmembranskog pritiska na promenu fluksa permeata u 
stacionarnom stanju je mnogo izraņeniji u sistemu sa statiĉkim meńaĉem kao promotorom 
turbulencije u poreĊenju sa sistemom u kome je vrńena mikrofiltracija bez primene 
hidrodinamiĉkih metoda za povećanje fluksa permeata. Pri protoku napojne smeńe od 60 l/h, 
povećanje transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 0,6 bar dovelo je do povećanja 
stacionarnog fluksa permeata za 86,47%, dok je povećanje transmembranskog pritiska sa 
0,2 bar na 1 bar dovelo je do povećanja stacionarnog fluksa permeata za 64,90%. Kada je 
proces mikrofiltracije uz prisustvo statiĉkog meńaĉa vrńen pri protoku napojne smeńe od 120 
l/h, povećanje stacionarnog fluksa permeata pri povećanju transmembranskog pritiska sa 
0,2 bar na 0,6 bar iznosilo je 73,94%, dok je povećanje stacionarnog fluksa permeata pri 
povećanju transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 1 bar iznosilo 98,46%. Pri izvoĊenju 
procesa mikrofiltracije uz najveću vrednost protoka napojne smeńe iz ispitivanog opsega 
(180 l/h), povećanje fluksa permeata iznosilo je 92,81% za povećanje transmembranskog 
pritiska sa 0,2 bar na 0,6 bar, dok je povećanje fluksa permeata iznosilo 113,96% za 
povećanje transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 1 bar. Moņe se uoĉiti da je uticaj 
povećanja transmembranskog pritiska na povećanje stacionarnog fluksa permeata izraņeniji 
pri većim vrednostima protoka napojne smeńe. Razlog ovakvog ponańanja moņe se pronaći 
u ĉinjenici da prisustvo statiĉkog meńaĉa utiĉe na promenu strukture i osobina filtracione 
pogaĉe, stoga je uticaj transmembranskog pritiska kao pogonske sile procesa mikrofiltracije 
znatno izraņeniji u sistemima sa promotorom turbulencije (Jokić i sar., 2010). 
Nasuprot izvedenom zakljuĉku da u sistemu za mikrofiltraciju kultivacione teĉnosti 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis bez primene hidrodinamiĉkih metoda za 
poboljńanje fluksa permeata efikasnije povećanje stacionarnog fluksa permeata moņe biti 
postignuto povećanjem prividne brzine unakrsnog proticanja napojne smeńe (protoka 
napojne smeńe) u poreĊenju sa povećanjem transmembranskog pritiska, u sistemu u kome 
se koristi Kenics statiĉki meńaĉ kao promotor turbulencije povećanje transmembranskog 
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pritiska takoĊe moņe da se koristi kao naĉin za efikasno povećanje fluksa permeata u 
stacionarnom stanju.  
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TMP=0,2 bar TMP=0,6 bar TMP=1 bar 
   
   
   
Slika 5.27. Praćenje toka procesa mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz primenu statiĉkog meńaĉa u pogledu fluksa 
permeata pri razliĉitim vrednostima transmembranskog pritiska (0,2 bar, 0,6 bar i 1 bar) i protoka napojne smeńe (60 l/h, 120 l/h i 180 l/h) 
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5.7.2.1. Modelovanje parametara mikrofiltracije prilikom unakrsne 
mikrofiltracije uz primenu Kenics statiĉkog mešaĉa  
U cilju modelovanja fluksa permeata u stacionarnom stanju, relativnog povećanje fluksa 
permeata i smanjenje specifiĉne potrońnje energije u odnosu na mikrofiltraciju bez statiĉkog 
meńaĉa,  kao i detaljnijeg uticaja ispitivanja dve nezavisne promenljive (transmembranski 
pritisak i protok napojne smeńe) na odabrane odzive prilikom unakrsne mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis uz prisustvo Kenics 
staitĉkog meńaĉa primenjena je metodologija odzivne povrńine. Primenjene kombinacije 
odabranih promenljivih u eksperimentalnom planu date su u tabeli 4.10. (poglavlje 4.6.1.).  
Rezultati analize varijanse za odabrane odzive (fluks permeata u stacionarnom stanju, 
relativno povećanje fluksa permeata i smanjenje specifiĉne potrońnje energije u odnosu na 
mikrofiltraciju bez statiĉkog meńaĉa) prilikom mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis uz prisustvo statiĉkog meńaĉa kao promotora 
turbulencije prikazani su u tabeli 5.18. Statistiĉka znaĉajnost dobijenih matematiĉkih modela 
procenjena je na osnovu dobijenih p-vrednosti. S obzirom da su za sva tri modela p-
vrednosti manje od 0,05, dobijeni matematiĉki modeli su statistiĉki znaĉajni pri nivou 
znaĉajnosti od 95%. Visoke vrednosti koeficijenata determinacije ukazuju na 
zadovoljavajuću aproksimaciju eksperimentalnih rezultata procesa mikrofiltracije uz prisustvo 
statiĉkog meńaĉa odabranim regresionim jednaĉinama, odnosno polinomima drugog reda. 
Osim toga, vrednosti dobijenih koeficijenata determinacije ukazuju da dobijeni model za fluks 
permeata u stacionarnom stanju ne moņe da objasni manje od 1% varijacija, dok modeli za 
relativno povećanje fluksa permeata i smanjenje specifiĉne potrońnje energije u odnosu na 
mikrofiltraciju bez statiĉkog meńaĉa ne mogu da objasne manje od 2% i 3% varijacija, 
redom.  
Tabela 5.18. Analiza varijanse odabranih odziva prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione 
teĉnosti Bacillus velezensis uz primenu statiĉkog meńaĉa 
Odziv SS DF MS 
F-
vrednost 
p-
vrednost 
R
2
 
Stacionarni fluks permeata 
(l/(m
2
∙h) 
73918,20
a 
43,55
b 
6
a
 
3
b 
12319,70
a
 
14,52
b 848,71 0,0001 0,996 
FI (%) 
332756,80
a 
1205,00
b 
6
a
 
3
b 
55459,47
a
 
401,66
b 138,07 0,0009 0,985 
ER (%) 
9835,33
a
 
213,15
b
 
6
a
 
3
b
 
1639,22
a
 
71,05
b 23,07 0,0132 0,971 
a
 model, 
b
 reziduali 
 
Koeficijenti dobijenih matematiĉkih modela, kao i njihove p-vrednosti, za odabrane odzive 
(fluks permeata u stacionarnom stanju, relativno povećanje fluksa permeata i smanjenje 
specifiĉne potrońnje energije u odnosu na mikrofiltraciju bez statiĉkog meńaĉa) prilikom 
mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis uz 
prisustvo statiĉkog meńaĉa kao promotora turbulencije prikazani su u tabeli 5.19. Statistiĉki 
znaĉajni koeficijenti matematiĉkih modela za odabrane odzive, kao i njihove p-vrednosti, 
boldovani su u tabeli 5.19. Iz prikazanih rezultata moņe se zakljuĉiti da statistiĉki znaĉajan 
uticaj (p-vrednost < 0,05) na fluks permeata u stacionarnom stanju imaju oba linearna 
koeficijenta (za uticaj transmembranskog pritiska i protoka napojne smeńe), koeficijent 
interakcije transmembranskog pritiska i protoka napojne smeńe, kao i kvadratni ĉlan 
transmembranskog pritiska, ĉime se potvrĊuje prethodno iznet zakljuĉak da se povećanje 
stacionarnog fluksa permeata prilikom mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis uz prisustvo statiĉkog meńaĉa kao promotora 
turbulencije moņe postići i promenom, odnosno povećanjem vrednosti transmembranskog 
pritiska u ispitivanom opsegu vrednosti, ńto je takoĊe potvrĊeno razlikom u statistiĉkoj 
znaĉajnosti koeficijenata modela koji opisuju uticaj transmembranskog pritiska prilikom 
mikrofiltracije sa i bez statiĉkog meńaĉa. Kod matematiĉkog modela za relativno povećanje 
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fluksa permeata u odnosu na mikrofiltraciju bez statiĉkog meńaĉa moņe se uoĉiti da svi 
dobijeni koeficijenti ispoljavaju statistiĉki znaĉajan uticaj na ovaj odziv. MeĊutim, statistiĉka 
znaĉajnost linearnih koeficijenata regresione jednaĉine je veća nego statistiĉka znaĉajnost 
kvadratnih koeficijenata. Najveći uticaj na stacionarni fluks permeata ima linearni koeficijent 
transmembranskog pritiska. MeĊu kvadratnim koeficijentima, statistiĉki najznaĉajniji uticaj 
ima kvadratni koeficijent protoka napojne smeńe. Kada je u pitanju smanjenje specifiĉne 
potrońnje energije u odnosu na mikrofiltraciju bez statiĉkog meńaĉa, uoĉava se statistiĉki 
znaĉajan uticaj oba linearna koeficijenta (za uticaj transmembranskog pritiska i protoka 
napojne smeńe) i kvadratnog koefcijenta za transmembranski pritisak.  
Tabela 5.19. Koeficijenti regresionih jednaĉina i njihove p-vrednosti za odabrane odzive 
prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz primenu 
statiĉkog meńaĉa 
 
Stacionarni fluks 
permeata (l/(m
2
∙h) 
FI (%) ER (%) 
Koeficijent Vrednost p-vrednost Vrednost p-vrednost Vrednost p-vrednost 
Odseĉak 
b0 -20,120 0,1970 -270,504 0,0243 -39,757 0,2364 
Linearni 
b1 137,918 0,0005 788,711 0,0014 298,009 0,0060 
b2 0,490 0,0003 3,955 0,0200 -0,206 0,0177 
Interakcija 
b12 0,552 0,0061 -1,538 0,0347 -0,028 0,8840 
Kvadratni 
b11 -117,138 0,0061 -306,170 0,0407 -195,420 0,0135 
b22 -0,001 0,1692 -0,015 0,0307 -0,001 0,9080 
 1 – TMP, 2 – protok napojne smeńe 
 
 
Na slici 5.28 prikazana je odzivna povrńina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i 
protoka napojne smeńe na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz prisustvo statiĉkog meńaĉa. Minimalne vrednosti 
fluksa permeata u stacionarnom stanju dobijene su pri minimalnim vrednostima 
transmembranskog pritiska i protoka napojne smeńe, dok se, sa druge strane, intenzifikacija 
stacionarnog fluksa permeata moņe uoĉiti pri suprotnim uslovima mikrofiltracije – pri 
maksimalnim vrednostima transmembranskog pritiska i protoka napojne smeńe, odnosno 
uoĉava se porast stacionarnog fluksa permeata sa povećanjem obe nezavisne promenjive. 
Ovakav trend promene fluksa permeata u stacionarnom stanju sa promenom 
transmembranskog pritiska i protoka napojne smeńe sliĉan je trendu prisutnom prilikom 
mikrofiltracje ovalnih ili globularnih ćelija mikroorganizama (Tanaka i sar., 1994c; Jokić i sar., 
2010), gde je povećanje transmembranskog pritiska u sistemima sa promotorom turbulencije 
dovelo do povećanja fluksa permeata u stacionarnom stanju pri svim ispitivanim vrednostima 
protoka napojne smeńe. Razlog ovakvog ponańanja sistema sa promotorom turbulencije 
moņe se pronaći u izmeni strukture filtracione pogaĉe. Prividna brzina unakrsnog proticanja 
napojne smeńe se povećava u prisustvu Kenics statiĉkog meńaĉa za oko 20% zahvaljujući 
manjoj dostupnoj povrńini popreĉnog preseka kanala membrane kroz koji protiĉe napojna 
smeńa. Veće vrednosti prividne brzine proticanja dovode do veće vrednosti fluksa permeata 
u stacionarnom stanju, kao ńto je opisano za sisteme bez promotora turbulencije (Huisman i 
Trägårdh, 1999). Joń jedna znaĉajna karakteristika za primenu Kenics statiĉkog meńaĉa je 
njegov geometrijski dizajn, koji simultano indukuje jedinstven obrazac podele toka napojne 
smeńe i radijalno meńanje (Jokić i sar., 2010). Opravdana je pretpostavka da radijalno 
meńanje uzrokovano prisustvom promotora turbulencije doprinosi naruńavanju strukture 
sloja ćelija na povrńini filtracione pogaĉe koji je prethodno ureĊen dejstvom sila smicanja. 
Usled toga dolazi do nasumiĉne raspodele ćelija koja izaziva smanjenje specifiĉnog otpora 
filtracione pogaĉe proticanju permeata, ńto rezultuje većom vrednońću stacionarnog fluksa 
permeata u poreĊenju sa sistemom bez promotora turbulencije. Povećanje vrednosti 
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transmembranskog pritiska do 0,7 bar dovodi do znaĉajno većih vrednosti fluksa permeata u 
stacionarnom stanju, dok dalje povećanje vrednosti transmembranskog pritiska iznad 0,7 bar 
dovodi do umerenog povećanja fluksa permeata u stacionarnom stanju. Razlog ovakvog 
ponańanja predstavlja prljanje membrane drugim organskim komponentama kultivacione 
teĉnosti (Hwang i Tsai, 2014). 
 
Slika 5.28. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i protoka 
napojne smeńe na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom unakrsne mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz prisustvo statiĉkog meńaĉa 
 
Uticaj transmembranskog pritiska i protoka napojne smeńe na relativno povećanje fluksa 
permeata u stacionarnom stanju prilikom mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus 
velezensis uz prisustvo statiĉkog meńaĉa prikazan je na slici 5.29. Relativno povećanje 
fluksa permeata u stacionarnom stanju kretalo se od 50% do 300%, u zavisnosti od uslova 
mikrofiltracije. Povećanje fluksa permeata u praksi znaĉi da se dobija veća koliĉina permeata 
primenom iste filtracione povrńine ili da investicioni trońkovi mogu biti znaĉajno smanjeni 
pońto je za dobijanje iste koliĉine permeata potrebna manja povrńina membrane za 
mikrofiltraciju (Armbruster i sar., 2018). Znaĉajno povećanje fluksa permeata u stacionarnom 
stanju uzrokovano je turbulentnim reņimom proticanja napojne smeńe u kanalu membrane, 
ali i jedinstvenim radijalnim obrascem kretanja fluida, koji nastaje usled karakteristiĉne 
geometrije i naĉina povezivanja helikoidnih elemenata Kenics statiĉkog miksera. Relativno 
povećanje fluksa permeata u stacionarnom stanju se deńava sa povećanjem 
transmembranskog pritiska pri svim ispitivanim vrednostima protoka napojne smeńe. Pri 
manjim vrednostima prividne brzine proticanja napojne smeńe, odnosno pri manjim 
vrednostima protoka napojne smeńe, povećanje transmembranskog pritiska dovelo je do 
veće vrednosti relativnog povećanja fluksa permeata u stacionarnom stanju. Sa druge 
strane, pri većim vrednostima protoka napojne smeńe moņe se primetiti rast vrednosti 
relativnog povećanja fluksa permeata sa povećanjem transmembranskog pritiska do 
vrednosti od 0,8 bar, nakon ĉega rast relativnog povećanja fluksa permeata postaje manje 
oĉigledan.  
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Slika 5.29. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i protoka 
napojne smeńe na relativno povećanje fluksa permeata u stacionarnom stanju prilikom 
unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz prisustvo statiĉkog 
meńaĉa 
 
Posmatrajući uticaj protoka napojne smeńe pri fiksnoj vrednosti transmembranskog pritiska, 
moņe se zakljuĉiti da povećanje protoka napojne smeńe dovodi do smanjenja vrednosti 
relativnog povećanja fluksa permeata, odnosno da je povećanje fluksa permeata manje 
izraņeno pri većim vrednostima protoka napojne smeńe u ispitivanom opsegu vrednosti. 
Uzrok ovakvog trenda moņe se pronaći u ĉinjenici da je turbulentni reņim proticanja napojne 
smeńe već bio uspostavljen u kanalu membrane pri većim vrednostima protoka napojne 
smeńe i bez prisustva statiĉkog meńaĉa, stoga dolazi do manje intenzifikacije turbulentnog 
reņima proticanja usled postavljanja statiĉkog miksera. Moņe se zakljuĉiti da je relativno 
povećanje fluksa permeata u stacionarnom stanju bilo izraņenije pri laminarnom i prelaznom 
reņimu proticanja napojne smeńe, dok je pri turbulentnom reņimu proticanja napojne smeńe 
vrednost relativnog povećanja fluksa permeata u stacionarnom stanju bila manja. Pri većim 
vrednostima prividne brzine proticanja napojne smeńe, odnosno pri turbulentnom reņimu 
proticanja, statiĉki meńaĉi podstiĉu turbulenciju i dovode do intenzivnog radijalnog meńanja, 
ĉak i u blizini zidova membrane. Sliĉni zakljuĉci, gde je poboljńanje fluksa permeata u 
stacionarnom stanju izraņenije pri laminarnom reņimu proticanja napojne smeńe, dok je u 
turbulentnom reņimu intenzifikacija povećanja fluksa stacionarnog stanja manje oĉigledna, 
mogu se pronaći i u literaturi (Ghanem i sar., 2014). 
Specifiĉna potrońnja energije tokom procesa membranske mikrofiltracije zavisi od pada 
pritiska duņ membranskog modula i fluksa permeata. Iako primenom statuĉkog meńaĉa 
dolazi do povećanja fluksa permeata u stacionarnom stanju, u isto vreme dolazi i do pada 
pritiska duņ membranskog modula. Ova dva suprotstavljena trenda definińu energetsku 
efikasnost primene promotora turbulencije. Specifiĉna potrońnja energije (po jedinici 
zapremine permeata) je niņa tokom mikrofiltracije uz primenu promotora turbulencije u 
odnosu na proces mikrofiltracije bez promotora turbulencije samo u sluĉajevima kada je 
vrednost fluksa permeata dovoljno velika da kompenzuje povećanje potrońnje energije usled 
povećanog otpora toku napojne smeńe. Smanjenje specifiĉne potrońnje energije predstavlja 
relativni stepen smanjenja potrońnje energije usled primene promotora turbulencije.  
 127 
 
Uticaj transmembranskog pritiska i protoka napojne smeńe na promenu smanjenja 
specifiĉne potrońnje energije tokom mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz 
prisustvo statiĉkog meńaĉa prikazan je na slici 5.30. Negativne vrednosti smanjenja 
specifiĉne potrońnje energije predstavljaju eksperimentalne uslove u kojima vrednost 
relativnog povećanja fluksa permeata u stacionarnom stanju nije dovoljno velika da 
kompenzuje povećan otpor toku napojne smeńe usled prisustva promotora turbulencije. U 
ovom istraņivanju, negativne vrednosti smanjenja specifiĉne potrońnje energije dobijene su 
pri vrednostima transmembranskog pritiska oko 0,2 bar pri manjim vrednostima protoka 
napojne smeńe, dok se pri većim vrednostima protoka napojne smeńe (oko 180 l/h) 
negativne vrednosti smanjenja specifiĉne potrońnje energije mogu uoĉiti pri vrednostima 
transmembranskog pritiska i do 0,4 bar, pri ĉemu u se primenom ovih uslova mikrofiltracije 
sa statiĉkim meńaĉem postiņe relativno povećanje stacionarnog fluksa permeata od oko 
100% u odnosu na proces mikrofiltracije bez promotora turbulencije.  
 
Slika 5.30. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i protoka 
napojne smeńe na smanjenje specifiĉne potrońnje energije prilikom unakrsne mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz prisustvo statiĉkog meńaĉa 
 
Povećanje protoka napojne smeńe dovodi do povećanja gubitka hidrauliĉke snage, ali, sa 
druge strane, vrednost relativnog povećanja fluksa permeata u stacionarnom stanju nije 
dovoljno velika da obezbedi porast vrednosti smanjenja specifiĉne potrońnje energije. 
Najveće vrednosti smanjenja specifiĉne potrońnje energije su dobijene pri manjim 
vrednostima protoka napojne smeńe, pri svim vrednostima transmembranskog pritiska u 
ispitivanom opsegu. Sa druge strane, promena transmembranskog pritiska je pokazala 
sliĉan uticaj na smanjenje specifiĉne potrońnje energije pri svim vrednostima protoka 
napojne smeńe iz ispitivanog opsega. Povećanje vrednosti smanjenja specifiĉne potrońnje 
energije uoĉava se pri vrednostima transmembranskog pritiska do 0,8 bar, nakon ĉega se 
uoĉava blagi pad vrednosti smanjenja specifiĉne potrońnje energije. Uzrok ovakvog trenda je 
prljanje membrane drugim organskim komponentama kultivacione teĉnosti pri većim 
vrednostima transmembranskog pritiska (Tanaka i sar., 1994c; Hwang i Wang, 2012). 
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5.7.2.2. Optimizacija uslova unakrsne mikrofiltracije uz primenu Kenics 
statiĉkog mešaĉa 
Nakon razvoja matematiĉkih modela za fluks permeata u stacionarnom stanju, relativno 
povećanje fluksa permeata i smanjenje specifiĉne potrońnje energije u odnosu na 
mikrofiltraciju bez statiĉkog meńaĉa, naredni korak u razvoju procesa mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis predstavlja 
optimizacija operativnih parametara mikrofiltracije (transmembranskog pritiska i protoka 
napojne smeńe), kako bi se postigli ņeljeni ciljevi, odnosno ishodi procesa mikrofiltracije: 
maksimizacija fluksa permeata u stacionarnom stanju i maksimizacija smanjenja specifiĉne 
potrońnje energije. Iako oba odziva treba da budu maksimizovana, ova dva cilja su 
meĊusobno suprotstavljena. Maksimalne vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju 
prilikom mikrofiltracije uz primenu statiĉkog meńaĉa postiņu se pri većim vrednostima 
transmembranskog pritiska i protoka napojne smeńe. Sa druge strane, maksimalna vrednost 
smanjenja specifiĉne potrońnje energije postiņe se pri velikim vrednostima 
transmembranskog pritiska i malim vrednostima protoka napojne smeńe. Ispunjenje oba 
zadata cilja u pogledu definisanja optimalne vrednosti protoka napojne smeńe moņe biti 
postignuto primenom numeriĉke optimizacije, odnosno metode ņeljene funkcije, u 
kombinaciji sa dobijenim modelima odzivnih povrńina. 
Rezultati numeriĉke optimizacije zadatog problema primenom metode ņeljene funkcije daju 
optimizovane vrednosti transmembranskog pritiska i protoka napojne smeńe od 0,79 bar i 
137,7 l/h, redom (tabela 5.20). Pri ovim vrednostima nezavisnih promenljivih, dobijeni 
matematiĉki modeli predviĊaju vrednost fluksa permeata u stacionarnom stanju od 120 
l/(m2∙h), dok predviĊena vrednost smanjenja specifiĉne potrońnje energije iznosi 38%. Moņe 
se zakljuĉiti da je pri zadatim uslovima procesa mikrofiltracije uz primenu statiĉkog meńaĉa 
dobijena oko 3,5 puta veća vrednost stacionarnog fluksa permeata u odnosu na proces 
mikrofiltracije izveden bez promotora turbulencije (oko 35 l/(m2∙h)). 
Tabela 5.20. Optimizovane vrednosti variranih faktora i predviĊene vrednosti odziva dobijene 
kao rezultat optimizacije procesnih uslova unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti 
Bacillus velezensis uz primenu statiĉkog meńaĉa 
Faktori Cilj Optimizovana vrednost 
Transmembranski pritisak (bar) u opsegu 0,79 
Protok napojne smeńe (l/h) u opsegu 137,70 
Odzivi Cilj PredviĊena vrednost 
Fluks permeata u stacionarnom stanju (l/(m
2
∙h)) maksimalan 120,00 
ER (%) maksimalan 38,00 
Vrednost ţeljene funkcije 0,77 
 
5.7.3. UNAKRSNA MIKROFILTRACIJA UZ PRIMENU UDUVAVANJA 
VAZDUHA 
Uduvavanje gasa u tok napojne smeńe je jedna od hidrodinamiĉkih metoda za poboljńanje 
fluksa permeata. U okviru ove doktorske disertacije izvrńeni su eksperimenti mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis uz uduvavanje 
vazduha u tok napojne smeńe prema eksperimentalnom planu definisanom u tabeli 4.11. 
(poglavlje 4.6.2.). Kao nezavisne promenljive, odnosno operativni uslovi, definisani su 
transmembranski pritisak, prividna brzina proticanja napojne smeńe i prividna brzina 
proticanja vazduha. Kao odzivi mikrofiltracije, odnosno zavisne promenljive, praćeni su fluks 
permeata u stacionarnom stanju i specifiĉna potrońnja energije izraņena po jedinici 
zapremine permeata. Rezultati eksperimenata mikrofiltracije sa uduvavanjem vazduha 
prikazani su u tabeli 5.21. Detaljnije ispitivanje uticaja nezavisnih promenljivih, kao i njihovih 
interakcija, na odabrane odzive omogućeno je primenom metodologije odzivne povrńine, dok 
je optimizacija operativnih uslova mikrofiltracije u pogledu maksimizacije fluksa permeata u 
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stacionarnom stanju i minimizacije specifiĉne potrońnje permeata izvrńena primenom 
metode ņeljene funkcije.  
Tabela 5.21. Vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju i specifiĉne potrońnje energije 
pri razliĉitim uslovima transmembranskog pritiska, prividne brzine proticanja napojne smeńe i 
prividne brzine proticanja vazduha prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti 
Bacillus velezensis uz primenu uduvavanja vazduha 
Transmembranski 
pritisak (bar) 
Prividna brzina 
proticanja teĉnosti 
VL (m/s) 
Prividna brzina 
proticanja gasa 
VG (m/s) 
Fluks 
permeata 
(l/m
2
∙h) 
Specifiĉna 
potrošnja energije 
(kW∙h/m
3
) 
0,2 0,43 0,2 31,06 1,1 
1 0,43 0,2 22,95 2,3 
0,2 1,3 0,2 55,89 4,4 
1 1,3 0,2 70,00 3,9 
0,2 0,87 0 30,57 2,4 
1 0,87 0 29,00 4,7 
0,2 0,87 0,4 36,67 3,8 
1 0,87 0,4 41,47 2,5 
0,6 0,43 0 17,50 2,3 
0,6 1,3 0 53,87 4,0 
0,6 0,43 0,4 32,64 1,1 
0,6 1,3 0,4 58,05 4,6 
0,6 0,87 0,2 43,45 2,1 
0,6 0,87 0,2 42,80 2,1 
0,6 0,87 0,2 45,00 2,0 
 
5.7.3.1. Modelovanje uticaja parametara mikrofiltracije prilikom unakrsne 
mikrofiltracije uz primenu uduvavanja vazduha  
U cilju modelovanja fluksa permeata u stacionarnom stanju i specifiĉne potrońnje energije u 
kao i detaljnijeg uticaja ispitivanja tri nezavisne promenljive (transmembranski pritisak, 
prividna brzina proticanja napojne smeńe i prividna brzina proticanja vazduha) na odabrane 
odzive prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha primenjena je metodologija odzivne povrńine. 
Primenjene kombinacije odabranih promenljivih u Boks-Benkenovom eksperimentalnom 
planu date su u tabeli 4.11. (poglavlje 4.6.2.).  
Rezultati analize varijanse za odabrane odzive (fluks permeata u stacionarnom stanju i 
specifiĉnu potrońnju energije) prilikom mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis uz uduvavanje prikazani su u tabeli 5.22. Statistiĉka 
znaĉajnost dobijenih matematiĉkih modela procenjena je na osnovu dobijenih p-vrednosti. S 
obzirom  na prikazane p-vrednosti koje za sva tri modela iznose manje od 0,05, moņe se 
zakljuĉiti da su dobijeni matematiĉki modeli statistiĉki znaĉajni pri nivou znaĉajnosti od 95%. 
Visoke vrednosti koeficijenata determinacije ukazuju na zadovoljavajuću aproksimaciju 
eksperimentalnih rezultata procesa mikrofiltracije uz uduvavanje odabranim regresionim 
jednaĉinama, odnosno polinomima drugog reda. Vrednosti dobijenih koeficijenata 
determinacije ukazuju da dobijeni model za fluks permeata u stacionarnom stanju ne moņe 
da objasni manje od 2% varijacija, dok se modelom za specifiĉnu potrońnje energije ne 
moņe objasniti manje od 1% varijacija.  
 
 
 
 
 130 
 
Tabela 5.22. Analiza varijanse odabranih odziva prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione 
teĉnosti Bacillus velezensis uz primenu uduvavanja vazduha 
Odziv SS DF MS 
F-
vrednost 
p-
vrednost 
R
2
 
Stacionarni fluks permeata 
(l/(m
2
∙h) 
2845,19
a 
16,50
b 
9
a
 
5
b 
316,13
a
 
3,30
b 95,80 0,0000 0,984 
E (kW∙h/m
3
) 
21,06
a
 
0,04
b
 
9
a
 
5
b
 
2,34
a
 
0,01
b 318,23 0,0000 0,995 
a
 model, 
b
 reziduali 
 
Koeficijenti dobijenih matematiĉkih modela, kao i njihove p-vrednosti, za odabrane odzive 
(fluks permeata u stacionarnom stanju i specifiĉnu potrońnju energije) prilikom mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis uz uduvavanje 
vazduha prikazani su u tabeli 5.23. Statistiĉki znaĉajni koeficijenti matematiĉkih modela za 
odabrane odzive, kao i njihove p-vrednosti, boldovani su u tabeli 5.23. Iz prikazanih rezultata 
moņe se zakljuĉiti da statistiĉki znaĉajan uticaj (p-vrednost < 0,05) na fluks permeata u 
stacionarnom stanju imaju linearni koeficijenti za uticaj prividne brzine proticanja napojne 
smeńe i prividne brzine proticanja vazduha, koeficijenti interakcije transmembranskog 
pritiska i prividne brzine proticanja napojne smeńe, kao i prividne brzine proticanja napojne 
smeńe i prividne brzine proticanja vazduha, i kvadratni ĉlanovi sve tri ispitivane promenljive. 
Kada je u pitanju model za specifiĉnu potrońnju energije, uoĉava se statistiĉki znaĉajan 
uticaj svih koeficijenata modela. 
Tabela 5.23. Koeficijenti regresionih jednaĉina i njihove p-vrednosti za odabrane odzive 
prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz primenu 
uduvavanja vazduha 
 Stacionarni fluks permeata (l/(m
2
∙h) E (kW∙h/m
3
) 
Koeficijent Vrednost p-vrednost Vrednost p-vrednost 
Odseĉak 
b0 20,25 0,0141 0,78 0,0302 
Linearni 
b1 -10,54 0,1410 0,37 0,0009 
b2 -9,62 0,0000 0,88 0,0000 
b3 107,98 0,0007 -5,40 0,0021 
Interakcija 
b12 31,90 0,0499 3,78 0,0002 
b13 19,91 0,1400 1,42 0,0000 
b23 -31,51 0,0008 16,98 0,0001 
Kvadratni 
b11 -15,20 0,0017 0,60 0,0000 
b22 20,34 0,0096 0,27 0,0018 
b33 -172,28 0,0295 0,68 0,0001 
 1 – TMP, 2 – VL, 3 - VG 
 
Odzivne povrńine su konstruisane tako da prikazuju uticaj dve nezavisne promenljive na 
odabrane odzive (fluks permeata u stacionarnom stanju i specifiĉnu potrońnju energije), pri 
ĉemu je vrednost treće nezavisne promenljive jednaka vrednosti iz centralne taĉke 
eksperimentalnog plana. 
Uticaji transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja napojne smeńe na fluks 
permeata u stacionarnom stanju prikazani su na slici 5.31. Moņe se primetiti da povećanje 
vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe dovodi do povećanja vrednosti fluksa 
permeata u ĉitavom opsegu isptivanih vrednosti transmembranskog pritiska. Maksimalne 
vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju dobijaju se pri vrednostima prividne brzine 
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proticanja napojne smeńe koje su bliske maksimalnoj vrednosti ispitivanog opsega, iako 
ovim vrednostima prividne brzine proticanja napojne smeńe odgovara mehurasti reņim 
proticanja, koji se u literaturi obiĉno povezuje sa manjim vrednostima povećanja fluksa 
permeata (Mercier i sar., 1995; Mercier i sar., 1997; Hwang i Wu, 2008). Vrednostima 
prividne brzine proticanja napojne smeńe od 0,43 m/s, 0,86 m/s i 1,30 m/s odgovaraju 
vrednosti Rejnoldsovog broja od 1990, 3980 i 5971, redom. Dakle, pri većim vrednostima 
prividne brzine proticanja napojne smeńe javlja se turbulentni reņim proticanja i bez 
uduvavanja vazduha. Zbog toga dolazi smanjenja debljine filtracione pogaĉe sa povećanjem 
vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe, usled ĉega se javlja manji otpor 
proticanju permeata i povećanje vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju.  
 
Slika 5.31. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine 
proticanja napojne smeńe na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom unakrsne 
mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha 
Usled razliĉite prostorne organizacije bakterijskih ćelija u sloju filtracione pogaĉe povećanje 
vrednosti fluksa permeata je manje uoĉljivo pri manjim vrednostima transmembranskog 
pritiska, u poreĊenju sa većim vrednostima transmembranskog pritiska (Huisman i Trägårdh, 
1999). Povećanje vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe sa 0,43 m/s na 1,30 
m/s dovodi do povećanja vrednosti fluksa permeata za oko 180% pri vrednosti 
transmembranskog pritiska od 1 bar, dok povećanje vrednosti fluksa permeata za isti opseg 
povećanja vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe pri transmembranskom 
pritisku od 0,2 bar iznosi samo 67%. Pri većim vrednostima transmembranskog pritiska na 
poĉetku mikrofiltracije prostorna organizacija ćelija je nasumiĉna jer do formiranja filtracione 
pogaĉe dominantno dolazi usled proticanja permeata koje se odvija pod pravim uglom u 
odnosu na povrńinu membrane. Nasuprot tome, sa odmicanjem procesa mikrofiltracije dolazi 
do smanjenja vrednosti fluksa permeata, stoga na prostornu organizaciju bakterijskih ćelija 
vińe utiĉe tok napojne smeńe, koji se odvija paralelno sa povrńinom membrane. Povećanje 
vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe rezultuje smanjenjem debljine filtracione 
pogaĉe, odnosno do odnońenja povrńinskog sloja filtracione pogaĉe tokom napojne smeńe, 
ńto rezultuje manjim otporom filtracione pogaĉe proticanju permeata. Drugim reĉima, uticaj 
povećanja prividne brzine proticanja napojne smeńe na povećanje fluksa permeata izraņeniji 
je pri većim vrednostima transmembranskog pritiska. Suprotno tome, pri manjim 
vrednostima transmembranskog pritiska javljaju se manje vrednosti fluksa permeata, usled 
ĉega ranije dolazi do ureĊenja prostorne organizacije ćelija u filtracionoj pogaĉi tokom 
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permeata (Huisman i Trägårdh, 1999; Hwang i Wang, 2012), stoga povećanje vrednosti 
prividne brzine proticanja napojne smeńe nije toliko efikasno u smanjenju otpora filtracione 
pogaĉe proticanju permeata kao pri većim vrednostima transmembranskog pritiska.  
Uticaj transmembranskog pritiska na fluks permeata u stacionarnom stanju je manje izraņen 
i donekle dvoznaĉan. Pri većim vrednostima prividne brzine proticanja napojne smeńe 
povećanje vrednosti transmembranskog pritiska rezultuje umerenim povećanjem vrednosti 
fluksa permeata od oko 24%. Povećanje prividne brzine proticanja napojne smeńe u kanalu 
membrane dovodi do turbulencije, koja dovodi do smanjenja otpora filtracione pogaĉe 
proticanju permeata promenom polja proticanja fluida i turbulentnom difuzijom, koja izaziva 
kretanje ĉestica u smeru suprotnom smeru toka napojne smeńe (Nakanish i sar., 1987). Sa 
druge strane, moņe se primetiti smanjenje vrednosti fluksa permeata (za oko 38%) sa 
povećanjem vrednosti transmembranskog pritiska pri manjim vrednostima prividne brzine 
proticanja napojne smeńe. Objańnjenjenje ove pojave moņe se pronaći u prostornoj 
organizaciji ńtapićastih ćelija proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis usled dejstva 
sila smicanja, ńto rezultuje formiranjem strukture sloja ćelija nalik ciglama u zidu na povrńini 
filtracione pogaĉe (Guan i sar., 2017; Balyan i Sarkar, 2018). U literaturi su objavljeni sliĉni 
rezultati za unakrsnu filtraciju ńtapićastih ĉestica grafen oksida (Jana i sar., 2018) ili 
ńtapićastih ćelija mikroorganizama Bacillus coagulans (Guan i sar., 2017), Escherichia coli 
(Mota i sar., 2002) i Pseudomonas sp. (Mororó i sar., 2018). Pri manjim vrednostima prividne 
brzine proticanja napojne smeńe turbulencija izazvana protokom vazduha i napojne smeńe 
nije dovoljna da izazove povećanje vrednosti fluksa permeata sa povećanjem vrednosti 
transmembranskog pritiska. TakoĊe postoje literaturni podaci u kojima se navodi da 
uduvavanje vazduha moņe da izazove kompresiju filtracione pogaĉe, ĉime se uspostavlja 
kompaktnija struktura filtracione pogaĉe koja pruņa veći otpor proticanju permeata, a ovaj 
efekat je joń izraņeniji sa povećanjem transmembranskog pritiska i stoga dolazi do opadanja 
vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju (Hwang i Wu, 2008; Hwang i Hsu, 2009; 
Hwang i Wu, 2009). 
Uticaji transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja vazduha na fluks permeata u 
stacionarnom stanju su prikazani na slici 5.32. Povećanje vrednosti prividne brzine 
proticanja vazduha sa 0,25 m/s na 0,30 m/s rezultuje povećanjem vrednosti fluksa permeata 
pri svim vrednostima transmembranskog pritiska u ispitivanom opsegu. MeĊutim, povećanje 
vrednosti prividne brzine proticanja vazduha preko navedenog opsega dovodi do umerenog 
opadanja vrednosti fluksa permeata pri manjim vrednostima transmembranskog pritiska. 
Sliĉni rezultati su objavljeni prilikom mikrofiltracije ćelija kvasca (Hwang i Hsu, 2009) i 
suspenzije gline (Cabassud i sar., 2001). U sluĉaju mikrofiltracije suspenzije gline objavljeno 
je da je maksimalna vrednost fluksa permeata dobijena pri specifiĉnoj vrednosti prividne 
brzine proticanja vazduha, ńto ukazuje na znaĉajan uticaj uduvavanja vazduha na 
karakteristike filtracione pogaĉe (Cabassud i sar., 2001). Uticaj povećanja vrednosti prividne 
brzine proticanja vazduha je oĉigledniji pri većim vrednostima transmembranskog pritiska 
zbog ĉinjenice da pri većim vrednostima transmembranskog pritiska dolazi do ozbiljnijeg 
prljanja membrane u poreĊenju sa manjim vrednostima transmembranskog pritiska. Sliĉni 
rezultati dobijeni su i prilikom mikrofiltracije surutke uz uduvavanje vazduha (Fouladitajar i 
sar., 2014). Povećanje vrednosti prividne brzine proticanja vazduha sa 0 m/s na 0,4 m/s pri 
vrednosti transmembranskog pritiska od 1 bar rezultuje povećanjem vrednosti fluksa 
permeata od 45%, dok povećanje vrednosti fluksa permeata u istom opsegu prividne brzine 
proticanja vazduha, ali pri vrednosti transmembranskog pritiska od 0,2 bar iznosi 23%. 
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Slika 5.32. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine 
proticanja vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom unakrsne mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha 
 
Kao ńto je prethodno navedeno, joń jedan razlog ovakvog ponańanja sistema moņe se 
pronaću u ĉinjenici da uduvavanje vazduha moņe da dovede do komprimovanja filtracione 
pogaĉe. U istraņivanju koje su sproveli Hwang i Hsu (2009) objavljeno je da tokom 
mikrofiltracije ćelija kvasca uz uduvavanje vazduha na karakteristike filtracione pogaĉe 
najvińe utiĉe prostorna organizacija ćelija kvasca. Uticaj oblika ćelija na strukturu filtracione 
pogaĉe je joń izraņeniji prilikom mikrofiltracije ńtapićastih ćelija proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezensis u poreĊenju sa ovalnim ćelijama kvasca, jer ńtapićaste ćelije pokazuju 
tendenciju paralelne orijentacije u odnosu na tok napojne smeńe (Tanaka i sar., 1994c; 
Mota, i sar., 2002). Osim toga, povećanje vrednosti transmembranskog pritska izaziva 
formiranje filtracione pogaĉe koja pruņa veći otpor proticanju permeata, stoga se prilikom 
mikrofiltracije bez uduvavanja vazduha ne uoĉava uticaj povećanja vrednosti 
transmembrasnkog pritiska na povećanje vrednosti fluksa permeata. Sa druge strane, pri 
vrednostima prividne brzine proticanja vazduha koje su bliske maksimalnim vrednostima iz 
ispitivanog opsega (gde je izraņenija turbulencija) dolazi do povećanja vrednosti fluksa 
permeata od oko 14% sa povećanjem vrednosti transmembranskog pritiska (slika 5.32.). S 
obzitom da je odzivna povrńina 5.32. konstruisana pri srednjoj vrednosti prividne brzine 
proticanja napojne smeńe iz ispitivanog opsega (0,86 m/s), logiĉno je pretpostaviti da bi 
povećanje vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe rezultovalo umerenim 
povećanjem vrednosti fluksa permeata sa povećanjem vrednosti transmembranskog pritiska 
usled izraņenije turbulencije u kanalu membrane. 
Slika 5.33. prikazuje uticaje prividne brzine proticanja napojne smeńe i prividne brzine 
proticanja vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju. Povećanje vrednosti prividne 
brzine proticanja vazduha na 0,40 m/s pri većim vrednostima prividne brzine proticanja 
napojne smeńe (1,30 m/s) dovelo je do neznatnog povećanja vrednosti fluksa permeata od 
oko 6%. Pri ovim operativnim uslovima nije postignuto znaĉajno povećanje vrednosti fluksa 
permeata jer velike vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe odgovaraju 
turbulentnom reņimu proticanja (Rejnoldsov broj je veći od 5900). Stoga injektovanje 
vazduha nije pokazalo dovoljnu efikasnost u povećanju turbulencije toka napojne smeńe 
(Fouladitajar i sar., 2014). Sa druge strane, pri manjim vrednostima prividne brzine 
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proticanja napojne smeńe, povećanje vrednosti prividne brzine proticanja vazduha dovelo je 
do znaĉajnog povećanja vrednosti fluksa permeata. Na primer, pri vrednosti prividne brzine 
proticanja napojne smeńe od 0,43 m/s povećanje vrednosti prividne brzine proticanja 
vazduha do 0,40 m/s rezultuje povećanjem vrednosti fluksa permeata za 78% u reņimu 
proticanja gas-teĉnost u obliku velikih mehurova. Ovakav reņim proticanja indukuje dovoljnu 
turbulenciju za spreĉavanje formiranja filtracione pogaĉe (Mercier i sar., 1995; Mercier i sar., 
1997; Hwang i Wu, 2008; Fouladitajar i sar., 2014). Pri vrednosti prividne brzine proticanja 
napojne smeńe od 0,43 m/s moņe se primetiti plato vrednosti fluksa permeata pri povećanju 
vrednosti prividne brzine proticanja vazduha sa 0,25 m/s na 0,40 m/s. Sa povećanjem 
vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe ovaj plato postaje kraći, dok pri 
maksimalnoj vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe i maksimalnoj vrednosti 
prividne brzine proticanja vazduha dolazi do smanjenja vrednosti fluksa permeata. 
Uduvavanje gasa redukuje spoljańnje (povrńinsko) prljanje membrane smanjenjem debljine 
filtracione pogaĉe. Filtraciona pogaĉa se ponańa kao odbojna dinamiĉka membrana koja ńtiti 
membranu od unutrańnjeg prljanja. Sinergistiĉki uticaj povećanja vrednosti prividne brzine 
proticanja napojne smeńe i vrednosti prividne brzine proticanja vazduha moņe dovesti do 
toga da filtraciona pogaĉa postane suvińe tanka, ĉime je omogućena penetracija komponenti 
kultivacione teĉnosti manjih dimenzija u pore membrane, usled ĉega dolazi do smanjenja 
vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju (Mercier i sar., 1997). 
 
Slika 5.33. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj prividne brzine proticanja napojne smeńe i 
prividne brzine proticanja vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom 
unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha 
 
Kao ńto se moņe predvideti, bez uduvavanja vazduha do povećanja vrednosti fluksa 
permeata dolazi sa povećanjem vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe, jer veće 
sile smicanja dovode do smanjenja debljine filtracione pogaĉe. Ipak, povećanje vrednosti 
fluksa permeata koje se postiņe povećanjem vrednosti prividne brzine proticanja napojne 
smeńe je manje znaĉajno pri većim vrednostima prividne brzine proticanja vazduha, usled 
povećane turbulencije u kanalu membrane. U situaciji bez uduvavanja vazduha, povećanje 
vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe sa 0,43 m/s na 1,30 m/s dovodi do 
povećanja vrednosti fluksa permeata od 200%, dok povećanje vrednosti fluksa permeata 
iznosi oko 80% u istom opsegu vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe, ali pri 
vrednosti prividne brzine proticanja vazduha od 0,40 m/s. 
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Rezultati mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis 
uz uduvavanje vazduha ukazuju da je moguće postići znaĉajno povećanje vrednosti fluksa 
permeata u stacionarnom stanju primenom dvofaznog toka gas-teĉnost. Povećanje 
vrednosti fluksa permeata nije rezultat samo povećanja vrednosti prividne brzine proticanja 
napojne smeńe, već i povećanja vrednosti prividne brzine proticanja vazduha, koja dovodi do 
stvaranja nestabilnosti u proticanju napojne smeńe (Mercier i sar., 1995). Ova ĉinjenica je 
potvrĊena poreĊenjem vrednosti fluksa permeata u eksperimentima mikrofiltracije sa i bez 
uduvavanja vazduha, pri ĉemu su vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe i 
prividne brzine proticanja vazduha podeńene tako da bude postignuta ista srednja vrednost 
prividne brzine proticanja u kanalu membrane. U eksperimentu mikrofiltracije bez 
uduvavanja vazduha (TMP=0.6 bar, VL=0,60 m/s, VG=0,00 m/s) vrednost fluksa permeata 
iznosila je 21,5 l/(m2∙h). Sa druge strane, u eksperimentu mikofiltracije u kome je primenjen 
dvofazni tok gas-teĉnost iste prividne brzine proticanja (TMP=0,6 bar, VL=0,43 m/s, VG=0,18 
m/s), vrednost fluksa permeata iznosila je 29,4 l/(m2∙h), ńto predstavlja povećanje vrednosti 
fluksa permeata od 37%. Sa ekonomske taĉke gledińta, prilikom odabira optimalnih 
operativnih uslova neophodno je razmotriti i specifiĉnu potrońnju energije. U sluĉaju 
prethodno pomenutih eksperimenata, specifiĉna potrońnja energije iznosila je 1,2 kW∙h/m3 i 
2,5 kW∙h/m3 za eksperimente sa uduvavanjem vazduha i bez uduvavanja vazduha, redom. 
UvoĊenje vazduha u kanal membrane doprinelo je smanjenju specifiĉne potrońnje energije 
za 108%. 
Na efikasnost primene uduvavanja vazduha prilikom mikrofiltracije kultivacione teĉnosti 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis takoĊe utiĉe specifiĉna potrońnja energije, 
koja predstavlja utrońak energije po jedinici zapremine dobijenog permeata. Stoga je 
analiziran uticaj interakcije nezavisnih promenljivih (transmembranski pritisak, prividna 
brzina proticanja napojne smeńe i prividna brzina proticanja vazduha) na ovaj odziv 
primenom metodologije odzivne povrńine. 
Slika 5.34 prikazuje uticaje transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja napojne 
smeńe na specifiĉnu potrońnju energije. Moņe se primetiti da do povećanja vrednosti 
specifiĉne potrońnje energije dolazi sa povećanjem vrednosti prividne brzine proticanja 
napojne smeńe pri svim ispitivanim vrednostima transmembranskog pritiska. Kako je 
energija potrebna za rad pumpe kojim se obezbeĊuje tok napojne smeńe direktno 
proporcionalna protoku napojne smeńe, povećanje prividne brzine proticanja napojne smeńe 
dovodi do veće potrońnje energije. Sa druge strane, povećanje vrednosti fluksa permeata u 
ovom opsegu vrednosti nije dovoljno da kompenzuje povećanu potrebu za energijom, jer je 
specifiĉna potrońnja energije povezana sa protokom permeata. Kako je povećanje vrednosti 
fluksa permeata izraņenije pri većim vrednostima transmembranskog pritiska, jasno je da 
dolazi do umerenog povećanja potrońnje energije po jedinici zapremine permeata od oko 
74% pri ovim operativnim uslovima, u poreĊenju sa povećanjem vrednosti specifiĉne 
potrońnje energije od 300% pri vrednosti transmembranskog pritiska od 0,2 bar. 
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Slika 5.34. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine 
proticanja napojne smeńe na specifiĉnu potrońnju energije prilikom unakrsne mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha 
 
Pri većim vrednostima prividne brzine proticanja napojne smeńe, povećanje vrednosti 
transmembranskog pritiska rezultuje povećanjem vrednosti fluksa permeata, usled ĉega 
dolazi do smanjenja vrednosti specifiĉne potrońnje energije za oko 10% u ovom opsegu 
operativnih uslova. Sa druge strane, prostorna orijentacija ńtapićastih ćelija proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis u kombinaciji sa povećanjem vrednosti 
transmembranskog pritiska dovodi do povećanja otpora filtracione pogaĉe proticanju 
permeata (Guan i sar., 2017; Balyan i Sarkar, 2018). Stoga, pri rezultujućim manjim 
vrednostima fluksa permeata dolazi do povećanja vrednosti specifiĉne potrońnje energije sa 
1 kW∙h/m3 na 2,3 kW∙h/m3 (za oko 130%).  
Uticaji transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja vazduha na specifiĉnu 
potrońnju energije prikazani su na slici 5.35.  Odzivna povrńina konkavnog oblika ukazuje na 
to da su minimalne vrednosti specifiĉne potrońnje energije (oko 2 kW∙h/m3) postignute pri 
srednjim vrednostima transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja vazduha iz 
ispitivanog opsega. Povećanje prividne brzine proticanja vazduha sa 0,20 m/s na 0,30 m/s 
rezultuje malim vrednońću smanjenja specifĉne potrońnje energije pri manjim (0,2 bar) i 
srednjim (0,7 bar) vrednostima transmembranskog pritiska. Dalje povećanje prividne brzine 
proticanja vazduha dovodi do povećanja vrednosti specifĉne potrońnje energije u ispitivanom 
opsegu vrednosti transmembranskog pritiska. Najveće povećanje vrednosti specifĉne 
potrońnje energije (58%) zabeleņeno je pri vrednosti transmembranskog pritiska od 0,2 bar. 
MeĊutim, pri vrednostima transmembranskog pritiska većim od 0,7 bar javlja se trend 
smanjenja vrednosti specifĉne potrońnje energije sa povećanjem vrednosti prividne brzine 
proticanja vazduha. Najveće smanjenje vrednosti specifĉne potrońnje energije (84%) 
zabeleņeno je pri vrednosti transmembranskog pritiska od 1 bar. 
 137 
 
 
Slika 5.35. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine 
proticanja vazduha na specifiĉnu potrońnju energije prilikom unakrsne mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha 
 
Povećanje turbulencije do kojeg dolazi usled primene većih vrednosti prividne brzine 
proticanja vazduha (0,40 m/s) rezultuje smanjenjem vrednosti specifĉne potrońnje energije 
za 52% pri povećanju vrednosti transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 1 bar. Nasuprot 
tome, u sluĉaju mikrofiltracije bez uduvavanja gasa, sa povećanjem vrednosti 
transmembranskog pritiska dolazi do povećanja vrednosti specifĉne potrońnje energije za 
92% (slika 5.35.). Pri ovim eksperimentalnim uslovima, bez uduvavanja vazduha ili pri malim 
vrednostima prividne brzine proticanja vazduha, povećanje vrednosti transmembranskog 
pritiska nije rezultovalo povećanjem vrednosti fluksa permeata. Razlog se moņe pronaći u 
marginalnom uticaju mehurića vazduha na filtracionu pogaĉu, do ĉije kompresije dolazi sa 
povećanjem vrednosti transmembranskog pritiska (Javadi i sar., 2014). Da bi se postigla 
veća vrednost transmembranskog pritiska neophodan je veći pritisak napojne smeńe, stoga 
veoma mala promena vrednosti fluksa permeata rezultuje mnogo većom vrednońću 
specifiĉne potrońnje energije. 
Slika 5.36. prikazuje uticaje prividne brzine proticanja napojne smeńe i prividne brzine 
proticanja vazduha na specifiĉnu potrońnju energije. Do povećanja vrednosti specifiĉne 
potrońnje energije dolazi sa povećanjem vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe 
pri svim vrednostima prividne brzine proticanja vazduha iz ispitivanog opsega, usled 
povećanja potrebe za energijom neophodnom za pumpanje napojne smeńe. Usled 
znaĉajnog povećanja vrednosti fluksa permeata sa povećanjem vrednosti prividne brzine 
proticanja napojne smeńe u sluĉaju mikrofiltracije bez uduvavanja vazduha, povećanje 
vrednosti specifiĉne potrońnje energije je spreĉeno i iznosi oko 66%. Pri maksimalnim 
vrednostima prividne brzine proticanja vazduha dolazi do povećanja vrednosti specifiĉne 
potrońnje energije sa 1,1 kW∙h/m3 na 4,5 kW∙h/m3 (oko 310%). Nasuprot uticaju prividne 
brzine proticanja napojne smeńe, povećanje vrednosti prividne brzine proticanja vazduha do 
0,25 m/s rezultuje smanjenjem vrednosti specifiĉne potrońnje energije sa 2,4 kW∙h/m3 na 1,1 
kW∙h/m3 (oko 120%). Dalje povećanje vrednosti prividne brzine proticanja vazduha ne 
dovodi do velikih promena vrednosti specifiĉne potrońnje energije pri malim vrednostima 
prividne brzine proticanja napojne smeńe. Sa druge strane, pri velikim vrednostima prividne 
brzine proticanja napojne smeńe (1,30 m/s) povećanje vrednosti prividne brzine proticanja 
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vazduha iznad 0,25 m/s rezultuje umerenim povećanjem vrednosti specifiĉne potrońnje 
energije od 12,5%. Ovo ponańanje moņe biti objańnjeno unutrańnjim prljanjem membrane do 
koga dolazi usled znaĉajnog smanjenja debljine filtracione pogaĉe pri velikim vrednostima 
prividne brzine proticanja napojne smeńe i prividne brzine proticanja vazduha. 
 
Slika 5.36. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj prividne brzine proticanja napojne smeńe i 
prividne brzine proticanja vazduha na specifiĉnu potrońnju energije prilikom unakrsne 
mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha 
5.7.3.2. Optimizacija uslova unakrsne mikrofiltracije uz primenu 
uduvavanja vazduha 
Nakon ispitivanja uticaja transmembranskog pritiska, prividne brzine proticanja napojne 
smeńe i prividne brzine proticanja vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju i 
specifiĉnu potrońnju energije tokom mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha, naredni korak jeste 
optimizacija operativnih uslova mikrofiltracije. Ciljevi optimizacije procesa mikrofiltracije uz 
uduvavanje vazduha u tok napojne smeńe odnose se na maksimizaciju fluksa permeata u 
stacionarnom stanju, odnosno na postizanje maksimalne efikasnosti procesa mikrofiltracije, 
a sa druge strane tu je minimizacija specifiĉne potrońnje energije po jedinici zapremine 
dobijenog permeata, kako bi se maksimizovala i energetska efikasnost procesa 
mikrofiltracije i postigla uńteda kada su u pitanju trońkovi izvoĊenja procesa u pogledu 
energetskih zahteva. Rezultati numeriĉke optimizacije operativnih uslova prikazani su u 
tabeli 5.24. Osim toga, primenom matematiĉkih modela dobijenih prethodnim korakom 
modelovanja, izraĉunate su predviĊene vrednosti zavisnih promenljivih (fluks permeata u 
stacionarnom stanju i specifiĉna potrońnja energije) na osnovu optimizovanih vrednosti 
operativnih uslova.  
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Tabela 5.24. Optimizovane vrednosti variranih faktora i predviĊene vrednosti odziva dobijene 
kao rezultat optimizacije procesnih uslova unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti 
Bacillus velezensis uz primenu uduvavanja vazduha 
Faktori Cilj Optimizovana vrednost 
Transmembranski pritisak (bar) u opsegu 0,68 
Prividna brzina proticanja napojne smeńe (m/s) u opsegu 0,96 
Prividna brzina proticanja vazduha (m/s) u opsegu 0,25 
Odzivi Cilj PredviĊena vrednost 
Fluks permeata u stacionarnom stanju (l/(m
2
∙h)) maksimalan 48,57 
Specifiĉna potrońnja energije (kW∙h/m
3
) minimalan 2,37 
Vrednost ţeljene funkcije 0,62 
 
Iz prikazanih rezultata optimizacije moņe se zakljuĉiti da se optimalni rezultati u pogledu 
fluksa permeata u stacionarnom stanju i specifiĉne potrońnje energije dobijaju pri vrednosti 
transmembranskog pritiska od 0,68 bar, prividne brzine proticanja napojne smeńe od 0,96 
m/s, i prividne brzine proticanja vazduha od 0,25 m/s. Optimizovane vrednosti sve tri 
nezavisne promenljive bliske su srednjim vrednostima ispitivanog opsega (0,2-1 bar za 
transmembranski pritisak, 0,43-1,3 m/s za prividnu brzinu proticanja napojne smeńe i 0-0,4 
m/s za prividnu brzinu proticanja vazduha). Vrednost ņeljene funkcije od 0,62 ukazuje na 
suprotstavljenost ciljeva optimizacije, odnosno antagonistiĉki odnos ispitivanih zavisnih 
promenljivih. Optimizovana vrednost prividne brzine proticanja vazduha u korelaciji je sa 
rezultatima dobijenim primenom odzivne povrńine. Kada su u pitanju prividna brzina 
proticanja napojne smeńe i transmembranski pritisak, vrednosti ove dve nezavisne 
promenljive bliske maksimalnim vrednostima ispitivanih opsega pogoduju maksimizaciji 
fluksa permeata, ali sa druge strane rezultuju povećanjem specifiĉne potrońnje energije. 
Stoga je zadovoljenje oba cilja optimizacije postignuto u okviru optimizovanih vrednosti 
nezavisnih promenljivih koje su bliske srednjim vrednostima ispitivanih opsega.  
5.7.4. UNAKRSNA MIKROFILTRACIJA UZ PRIMENU KOMBINACIJE KENICS 
STATIĈKOG MEŠAĈA I UDUVAVANJA VAZDUHA 
U okviru ove doktorske disertacije, sa ciljem poboljńanja fluksa permeata, pored primene 
Kenics statiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha u tok napojne smeńe, izvrńeni su 
eksperimenti mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis uz primenu ove dve tehnike prema eksperimentalnom planu definisanom u tabeli 
4.12. (poglavlje 4.6.2.). Kao nezavisne promenljive, odnosno operativni uslovi, definisani su 
isti faktori kao i u eksperimentima mikrofiltracije uz uduvavanje vazduha u tok napojne 
smeńe: transmembranski pritisak (0,2-1 bar), prividna brzina proticanja napojne smeńe 
(0,53-1,59 m/s) i prividna brzina proticanja vazduha (0-0,46 m/s). Moņe se primetiti da su 
vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe i prividne brzine proticanja vazduha 
neńto veće u poreĊenju sa eksperimentima mikrofiltracije u kojima je primenjeno samo 
uduvavanje vazduha u tok napojne smeńe, ńto je posledica manjeg efektivnog popreĉnog 
preseka kanala membrane usled prisustva statiĉkog meńaĉa. Kao odzivi mikrofiltracije, 
odnosno zavisne promenljive, praćeni su fluks permeata u stacionarnom stanju i specifiĉna 
potrońnja energije izraņena po jedinici zapremine permeata. Rezultati eksperimenata 
mikrofiltracije uz primenu kombinacije Kenics stattiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha 
prikazani su u tabeli 5.25. Detaljnije ispitivanje uticaja nezavisnih promenljivih, kao i njihovih 
interakcija, na odabrane odzive omogućeno je primenom metodologije odzivne povrńine, dok 
je optimizacija operativnih uslova mikrofiltracije u pogledu maksimizacije fluksa permeata u 
stacionarnom stanju i minimizacije specifiĉne potrońnje permeata izvrńena primenom 
metode ņeljene funkcije.  
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Tabela 5.25. Vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju i specifiĉne potrońnje energije 
pri razliĉitim uslovima transmembranskog pritiska, prividne brzine proticanja napojne smeńe i 
prividne brzine proticanja vazduha prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti 
Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha 
Transmembranski 
pritisak (bar) 
Prividna brzina 
proticanja teĉnosti 
VL (m/s) 
Prividna brzina 
proticanja gasa 
VG (m/s) 
Fluks 
permeata 
(l/m
2
∙h) 
Specifiĉna 
potrošnja energije 
(kW∙h/m
3
) 
0,2 0,53 0,23 31,06 1,1 
1 0,53 0,23 22,95 2,3 
0,2 1,59 0,23 55,89 4,4 
1 1,59 0,23 70,00 3,9 
0,2 1,06 0,00 30,57 2,4 
1 1,06 0,00 29,00 4,7 
0,2 1,06 0,46 36,67 3,8 
1 1,06 0,46 41,47 2,5 
0,6 0,53 0,00 17,50 2,3 
0,6 1,59 0,00 53,87 4,0 
0,6 0,53 0,46 32,64 1,1 
0,6 1,59 0,46 58,05 4,6 
0,6 1,06 0,23 43,45 2,1 
0,6 1,06 0,23 42,80 2,1 
0,6 1,06 0,23 45,00 2,0 
 
5.7.4.1. Modelovanje uticaja parametara mikrofiltracije na fluks permeata 
prilikom unakrsne mikrofiltracije uz primenu kombinacije Kenics 
statiĉkog mešaĉa i uduvavanja vazduha 
Sa ciljem modelovanja fluksa permeata u stacionarnom stanju i specifiĉne potrońnje energije 
u kao i detaljnijeg uticaja ispitivanja tri nezavisne promenljive (transmembranski pritisak, 
prividna brzina proticanja napojne smeńe i prividna brzina proticanja vazduha) na odabrane 
odzive prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha 
primenjena je metodologija odzivne povrńine. Primenjene kombinacije odabranih 
promenljivih u Boks-Benkenovom eksperimentalnom planu date su u tabeli 4.12. (poglavlje 
4.6.2.).  
Rezultati analize varijanse za odabrane odzive (fluks permeata u stacionarnom stanju i 
specifiĉnu potrońnju energije) prilikom mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiĉkog meńaĉa i uduvavanja 
vazduha prikazani su u tabeli 5.26. Statistiĉka znaĉajnost dobijenih matematiĉkih modela 
procenjena je na osnovu dobijenih p-vrednosti. S obzirom  na prikazane p-vrednosti koje za 
sva tri modela iznose manje od 0,05, moņe se zakljuĉiti da su dobijeni matematiĉki modeli 
statistiĉki znaĉajni pri nivou znaĉajnosti od 95%. Visoke vrednosti koeficijenata determinacije 
ukazuju na zadovoljavajuću aproksimaciju eksperimentalnih rezultata procesa mikrofiltracije 
uz primenu kombinacije statiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha odabranim regresionim 
jednaĉinama, odnosno polinomima drugog reda. Vrednosti dobijenih koeficijenata 
determinacije ukazuju da dobijeni model za fluks permeata u stacionarnom stanju ne moņe 
da objasni manje od 1% varijacija, dok se modelom za specifiĉnu potrońnje energije ne 
moņe objasniti manje od 2% varijacija.  
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Tabela 5.26. Analiza varijanse odabranih odziva prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione 
teĉnosti Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha 
Odziv SS DF MS 
F-
vrednost 
p-
vrednost 
R
2
 
Stacionarni fluks permeata 
(l/(m
2
∙h) 
17364,60
a 
82,93
b 
9
a
 
5
b 
1929,40
a
 
16,59
b 116,33 0,0000 0,995 
E (kW∙h/m
3
) 
22,66
a
 
0,26
b
 
9
a
 
5
b
 
2,52
a
 
0,05
b 48,81 0,0002 0,989 
a
 model, 
b
 reziduali 
 
Koeficijenti dobijenih matematiĉkih modela, kao i njihove p-vrednosti, za odabrane odzive 
(fluks permeata u stacionarnom stanju i specifiĉnu potrońnju energije) prilikom mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis uz primenu 
kombinacije statiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha prikazani su u tabeli 5.27. Statistiĉki 
znaĉajni koeficijenti matematiĉkih modela za odabrane odzive, kao i njihove p-vrednosti, 
boldovani su u tabeli 5.27. Iz prikazanih rezultata moņe se zakljuĉiti da statistiĉki znaĉajan 
uticaj (p-vrednost < 0,05) na fluks permeata u stacionarnom stanju imaju linearni koeficijenti 
za sve tri nezavisne promenljive, koeficijent interakcije transmembranskog pritiska i prividne 
brzine proticanja napojne smeńe, i kvadratni ĉlanovi sve tri ispitivane promenljive. Kada je u 
pitanju model za specifiĉnu potrońnju energije, uoĉava se statistiĉki znaĉajan uticaj svih 
linearnog koeficijenata za prividnu brzinu proticanja napojne smeńe, koeficijenta interakcije 
transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja napojne smeńe i kvadratnih ĉlanova 
sve tri ispitivane nezavisne promenljive. 
Tabela 5.27. Koeficijenti regresionih jednaĉina i njihove p-vrednosti za odabrane odzive 
prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz primenu 
kombinacije statiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha 
 Stacionarni fluks permeata (l/(m
2
∙h) E (kW∙h/m
3
) 
Koeficijent Vrednost p-vrednost Vrednost p-vrednost 
Odseĉak 
b0 126,20 0,0001 -6,49 0,0031 
Linearni 
b1 -81,22 0,0000 6,45 0,2202 
b2 -157,30 0,0000 11,87 0,0000 
b3 -141,21 0,0024 15,98 0,0812 
Interakcija 
b12 47,41 0,0043 -0,71 0,2438 
b13 -34,51 0,1797 -11,14 0,0003 
b23 -13,74 0,4482 0,62 0,5382 
Kvadratni 
b11 77,86 0,0020 -2,85 0,0118 
b22 90,45 0,0000 -4,65 0,0001 
b33 460,93 0,0000 -23,28 0,0001 
 1 – TMP, 2 – VL, 3 - VG 
 
Uticaji transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja napojne smeńe na fluks 
permeata u stacionarnom stanju prikazani su na slici 5.37. Maksimalne vrednosti fluksa 
permeata dobijaju se pri maksimalnim vrednostima oba ispitivana faktora. Za razliku od 
sistema u kome se primenjuje samo uduvavanje vazduha ili samo statiĉki meńaĉ, vrednost 
fluksa permeata se povećava i pri malim vrednostima prividne brzine proticanja napojne 
smeńe, ńto ukazuje na ĉinjenicu da je turbulencija dobijena kombinovanjem ove dve metode 
dovoljna da u potpunosti promeni strukturu filtracione pogaĉe. Naime, povińeni nivo 
turbulencije naruńava formiranje sloja ćelija koje bivaju prostorno rasporeĊene (orijentisane) 
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tokom napojne smeńe i vazduha. Pri maksimalnim vrednostima prividne brzine proticanja 
napojne smeńe povećanje vrednosti transmembranskog pritiska dovodi do povećanja 
vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju za oko 70%. Sa druge strane, pri malim 
vrednostima prividne brzine proticanja napojne smeńe, povećanje vrednosti fluksa permeata 
sa povećanjem vrednosti transmembranskog pritiska je neńto manje i iznosi 47%. Pri 
povećanju vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe dolazi do povećanja vrednosti 
fluksa  permeata u stacionarnom stanju za oko 100% oko pri svim vrednostima 
transmembranskog pritiska iz ispitivanog opsega.  
 
Slika 5.37. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine 
proticanja napojne smeńe na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom unakrsne 
mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiĉkog 
meńaĉa i uduvavanja vazduha 
 
Uticaji transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja vazduha na fluks permeata u 
stacionarnom stanju prikazani su na slici 5.38. U poreĊenju sa sistemima gde se primenjuje 
samo uduvavanje vazduha, uoĉava se da prisustvo statiĉkog meńaĉa meńaĉa znaĉajno 
doprinosi turbulenciji u kanalu membrane, te se sa povećanjem vrednosti 
transmembranskog pritiska vrednost fluksa permeata udvostruĉuje i bez primene 
uduvavanja vazduha. Sa druge strane, pri maksimalnoj vrednosti prividne brzine proticanja 
vazduha uoĉava se i znaĉajniji porast vrednosti fluksa permeata od oko 40%, u poreĊenju sa 
porastom vrednosti fluksa permeata od 14% kod sistema u kome se primenjuje samo 
uduvavanje vazduha. Povećanje vrednosti prividne brzine proticanja vazduha takoĊe 
doprinosi znaĉajnijem povećanju vrednosti fluksa permeata u poreĊenju sa sistemom u 
kome se primenjuje samo uduvavanje vazduha. Za razliku od pomenutog sistema, prisustvo 
statiĉkog meńaĉa onemogućava formiranje većih mehura vazduha u kanalu membrane, 
stoga dolazi do povećanja vrednosti fluksa permeata i po dostizanju reņima proticanja u vidu 
velikih mehurova u dvofaznom sistemu gas-teĉnost kada se posmatra vrednost faktora 
injektovanja gasa ε (poglavlje 3.6.2.3.2.). Pri manjim vrednostima transmembranskog 
pritiska povećanje vrednosti fluksa permeata iznosi oko 60%, dok pri manjim vrednostima 
transmembranskog pritiska povećanje vrednosti fluksa permeata iznosi svega oko 10%. 
Razlog ovakvog ponańanja moņe se pronaći u otporu filtracione pogaĉe proticanju manjih 
komponenti kultivacione teĉnosti. Kako usled primene statiĉkog meńaĉa i uduvavanja 
vazduha dolazi do smanjenja debljine filtracione pogaĉe, istovremeno dolazi i do smanjenja 
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spoljańnjeg prljanja membrane. MeĊutim, veći obim smanjenja debljine filtracione pogaĉe 
dovodi do intenzivnijeg unutrańnjeg prljanja membrane, ńto doprinosi smanjenju vrednosti 
fluksa permeata (Mercier i sar., 1997). Unutrańnje prljanje membrane je izraņenije pri većim 
vrednostima transmembranskog pritiska, zbog izraņenijeg dejstva pogonske sile procesa 
mikrofiltracije, a istovremeno dolazi do smanjenja vrednosti fluksa permeata u stacionarnom 
stanju. 
 
Slika 5.38. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine 
proticanja vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom unakrsne mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiĉkog meńaĉa i 
uduvavanja vazduha 
 
Istovremeni uticaj prividne brzine proticanja napojne smeńe i prividne brzine proticanja 
vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju prikazan je na slici 5.39. Moņe se uoĉiti 
sinergistiĉki uticaj oba ispitivana faktora na fluks permeata u stacionarnom stanju. Pri 
povećanju vrednosti prividne brzine proticanja vazduha ne dostiņe se maksimalno povećanje 
vrednosti fluksa permeata, koje je oĉekivano u reņimu proticanja u obliku velikih mehurova. 
Umetanje promotora turbulencije u kanal membrane utiĉe na formiranje mehurova vazduha 
u kanalu. Naime, prisustvo statiĉkog meńaĉa spreĉava formiranje većih vazduńnih ĉepova. 
Pored toga, usmeravanje toka napojne smeńe karakteristiĉnim dizajnom Kenics statiĉkog 
meńaĉa doprinosi tome da manji mehurovi vazduha prolaze kroz kanal membrane bliņe 
povrńini membrane. Na taj naĉin manji mehurovi vazduha, koji inaĉe bivaju grupisani u 
sredińnjem delu kanala membrane, dodatno doprinose odnońenju povrńinskog sloja 
filtracione pogaĉe, ali i manjih komponenti kultivacione teĉnosti koje bi inaĉe dovele do 
unutrańnjeg prljanja membrane. Ipak, veća vrednost porasta fluksa permeata u 
stacionarnom stanju uoĉena je pri manjim vrednostima prividne brzine proticanja napojne 
smeńe (oko 25%), u poreĊenju sa vrednońću porasta fluksa permeata u stacionarnom stanju 
pri većim vrednostima prividne brzine proticanja napojne smeńe (oko 7%). 
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Slika 5.39. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj prividne brzine proticanja napojne smeńe i 
prividne brzine proticanja vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom 
unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz primenu kombinacije 
statiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha 
 
Uticaji transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja napojne smeńe na specifiĉnu 
potrońnju energije prikazani su na slici 5.40. Promena vrednosti transmembranskog pritiska 
ne utiĉe na promenu vrednosti specifiĉne potrońnje energije pri malim vrednostima prividne 
brzine proticanja napojne smeńe. Sa druge strane, pri maksimalnim vrednostima prividne 
brzine proticanja napojne smeńe uoĉava se smanjenje vrednosti specifiĉne potrońnje 
energije sa porastom vrednosti transmembranskog pritiska, ńto upravo odgovara 
sinergistiĉkom uticaju ove dve promenljive na fluks permeata u stacionarnom stanju. Pri 
povećanju vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe, oĉekivano, dolazi do 
povećanja vrednosti specifiĉne potrońnje energije (do 140%) pri svim vrednostima 
transmembranskog pritiska iz ispitivanog opsega. 
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Slika 5.40. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine 
proticanja napojne smeńe na specifiĉnu potrońnju energije prilikom unakrsne mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiĉkog meńaĉa i 
uduvavanja vazduha 
 
Uticaji transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja vazduha na specifiĉnu 
potrońnju energije prikazani su na slici 5.41. Minimalna vrednost specifiĉne potrońnje 
energije dobijena je u opsegu maksimalnih vrednosti prividne brzine proticanja vazduha i pri 
velikim vrednostima transmembranskog pritiska. U ovoj oblasti eksperimentalnih uslova 
specifiĉna potrońnja energije iznosi oko 1,3 kW∙h/m3. Obzirom na promenjenu hidrodinamiku 
proticanja, konveksan oblik odzivne povrńine dobijen u eksperimentima mikrofiltracije u 
kojima je primenjeno samo uduvavanje vazduha kao tehnika poboljńanja fluksa, prilikom 
mikrofiltracije uz primenu kombinacije statiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha prelazi u 
konkavan oblik sa maksimalnim vrednostima specifiĉne potrońnje energije rasporeĊenim 
dijagonalno, kada se posmatra odzivna povrńina. Pri povećanju vrednosti prividne brzine 
proticanja vazduha vrednost specifiĉne potrońnje energije raste za oko 100%. Nasuprot 
tome, pri maksimalnim vrednostima prividne brzine proticanja vazduha dolazi do smanjenja 
vrednosti specifiĉne potrońnje energije zbog većeg uticaja dvofaznog toka gas-teĉnost na 
ĉińćenje povrńine membrane uklanjanjem dela filtracione pogaĉe. U poreĊenju sa sistemom 
kod koga se primenjuje samo uduvavanje gasa i kod koga je smanjenje vrednosti specifiĉne 
potrońnje energije pri navedenim operativnim uslovima iznosilo 52%, smanjenje vrednosti 
specifiĉne potrońnje enrgije prilikom mikrofiltracije uz primenu kombinacije statiĉkog meńaĉa 
i uduvavanja je znaĉajnije i iznosi oko 100%. 
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Slika 5.41. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine 
proticanja vazduha na specifiĉnu potrońnju energije prilikom unakrsne mikrofiltracije 
kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiĉkog meńaĉa i 
uduvavanja vazduha 
 
Istovremeni uticaj prividne brzine proticanja napojne smeńe i prividne brzine proticanja 
vazduha na specifiĉnu potrońnju energije prikazan je na slici 5.42. Oĉekivano, najveći porast 
vrednosti speciĉne potrońnje energije (150%) uoĉen je u eksperimentima bez primene 
uduvavanja gasa, obzirom da prisustvo statiĉkog meńaĉa pruņa dodatni opor proticanju 
napojne smeńe, usled ĉega se trońi veća koliĉina energije. Sa druge strane, pri malim 
vrednostima prividne brzine proticanja vazduha dolazi do povećanja vrednosti specifiĉne 
potrońnje energije. Obzirom da se u ovoj oblasti javlja mehurasto proticanje dvofaznog toka 
gas-teĉnost, usmereno kretanje mehurića vazduha (usled specifiĉne konstrukcije Kenics 
statiĉkog meńaĉa) ne doprinosi znaĉajno promenama u strukturi filtracione pogaĉe, stoga je 
vrednost specifiĉne potrońnja energije uvećana za vrednost energije potrebnu za 
komprimovanje gasa za uslove u kanalu membrane. U reņimu proticanja dvofaznog sistema 
gas-teĉnost u obliku velikih mehurova uoĉava se drugaĉije ponańanje sistema. Kretanje 
velikih mehurova bliņe povrńine membrane usled usmeravanja od strane Kenics statiĉkog 
meńaĉa dovodi do znaĉajnog povećanja vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju, 
usled ĉega dolazi do smanjenja vrednosti specifiĉne potrońnje energije. 
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Slika 5.42. Odzivna povrńina koja opisuje uticaj prividne brzine proticanja napojne smeńe i 
prividne brzine proticanja vazduha na specifiĉnu potrońnju energije prilikom unakrsne 
mikrofiltracije kultivacione teĉnosti Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiĉkog 
meńaĉa i uduvavanja vazduha 
 
Iz prikazanih rezultata mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha moņe 
se zakljuĉiti da glavni doprinos izazivanju turbulencije u kanalu membrane potiĉe od 
promotora turbulencije, dok je doprinos uduvavanja vazduha manji. Ipak, zakljuĉak je i da 
uduvavanje vazduha u kombinaciji sa primenom statiĉkog meńaĉa doprinosi poboljńanju 
procesa mikrofiltacije kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis. 
5.7.4.2. Optimizacija uslova unakrsne mikrofiltracije uz primenu 
kombinacije Kenics statiĉkog mešaĉa i uduvavanja vazduha 
Nakon ispitivanja uticaja transmembranskog pritiska, prividne brzine proticanja napojne 
smeńe i prividne brzine proticanja vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju i 
specifiĉnu potrońnju energije tokom mikrofiltracije kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiĉkog meńaĉa i uduvavanja 
vazduha, naredni korak bila optimizacija operativnih uslova mikrofiltracije u pogledu 
dobijanja optimizovanih vrednosti navedenih nezavisnih promenljivih. Ciljevi optimizacije 
procesa mikrofiltracije uz primenu kombinacije statiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha u tok 
napojne smeńe odnose se na maksimizaciju fluksa permeata u stacionarnom stanju, 
odnosno na postizanje maksimalne efikasnosti procesa mikrofiltracije, a sa druge strane tu 
je minimizacija specifiĉne potrońnje energije po jedinici zapremine dobijenog permeata, kako 
bi se maksimizovala i energetska efikasnost procesa mikrofiltracije i postigla uńteda kada su 
u pitanju trońkovi izvoĊenja procesa u pogledu energetskih zahteva. Rezultati numeriĉke 
optimizacije operativnih uslova prikazani su u tabeli 5.28. Osim toga, primenom 
matematiĉkih modela dobijenih prethodnim korakom modelovanja, izraĉunate su predviĊene 
vrednosti zavisnih promenljivih (fluks permeata u stacionarnom stanju i specifiĉna potrońnja 
energije) na osnovu optimizovanih vrednosti operativnih uslova.  
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Tabela 5.28. Optimizovane vrednosti variranih faktora i predviĊene vrednosti odziva dobijene 
kao rezultat optimizacije procesnih uslova unakrsne mikrofiltracije kultivacione teĉnosti 
Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha 
Faktori Cilj Optimizovana vrednost 
Transmembranski pritisak (bar) u opsegu 1,00 
Prividna brzina proticanja napojne smeńe (m/s) u opsegu 1,59 
Prividna brzina proticanja vazduha (m/s) u opsegu 0,46 
Odzivi Cilj PredviĊena vrednost 
Fluks permeata u stacionarnom stanju (l/(m
2
∙h)) maksimalan 183,43 
Specifiĉna potrońnja energije (kW∙h/m
3
) minimalan 0,84 
Vrednost ţeljene funkcije 0,99 
 
Iz prikazanih rezultata optimizacije moņe se zakljuĉiti da se optimalni rezultati u pogledu 
fluksa permeata u stacionarnom stanju i specifiĉne potrońnje energije dobijaju pri vrednosti 
maksimalnoj transmembranskog pritiska iz ispitivanog opsega (1 bar), maksimalnoj 
vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeńe iz ispitivanog opsega (1,59 m/s), i 
maksimalnoj vrednosti prividne brzine proticanja vazduha od 0,46 m/s. Vrednost ņeljene 
funkcije od 0,99 ukazuje na visok stepen ispunjenosti oba zadata cilja optimizacije. Moņe se 
zakljuĉiti da u sluĉaju izvoĊenja procesa mikrofiltracije uz primenu kombinacije statiĉkog 
meńaĉa i uduvavanja vazduha, u odnosu na proces mikrofiltracije kod koga se primenjuje 
samo uduvavanje vazduha, prisustvo statiĉkog meńaĉa umnogome doprinosi povećanju 
fluksa permeata i smanjenju specifiĉne potrońnje energije.  
5.8. ISPITIVANJE AKTIVNOSTI PROIZVEDENIH 
BIOKONTROLNIH AGENASA PROTIV FITOPATOGENA 
PAPRIKE IN PLANTA 
Sa ciljem ispitivanja in planta antimikrobnog delovanja proizvedenih biokontrolnih agenasa, 
odnosno kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis dobijene 
kultivacijom proizvodnog mikroorganizma u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljivih 
podloga optimizovanog sastava na bazi komercijalnog (poglavlje 5.4.2.) i sirovog glicerola 
(poglavlje 5.6.2.), izvedeni su eksperimenti primenom sadnica paprike, kao biljke kod koje su 
uoĉeni veoma veliki gubici prinosa izazvani bakterioznog pegavońću uzrokovanom 
fitopatogenima vrste Xanthomonas euvesicatoria (Obradović i sаr., 2004). Tretman sadnica 
kultivacionim teĉnostima na bazi komercijalnog (sadnice oznaĉene brojem 3) i sirovog 
glicerola (sadnice oznaĉene brojem 4) vrńen je potapanjem sadnica u kultivacione teĉnosti 
24 ĉasa pre inokulacije sadnica fitopatogenim izolatima. Za inokulisanje netretiranih kontrola 
(sadnice oznaĉene brojem 2), kao i sadnica tretiranih kultivacionim teĉnostima na bazi 
komercijalnog (sadnice oznaĉene brojem 3) i sirovog glicerola(sadnice oznaĉene brojem 4), 
korińćene su suspenzije biomase fitopatogenih izolata Xanthomonas euvesicatoria PAP 
LIST 1 i Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2. Inokulacija je vrńena na petom i ńestom 
pravom listu sadnica, na tri mesta na svakom listu u meĊuvenskom prostoru. Kao kontrola 
su korińćene sadnice koje nisu tretirane kultivacionim teĉnostima na bazi komercijalnog i 
sirovog glicerola, a takoĊe nisu inokulisane fitopatogenim izolatima (sadnice oznaĉene 
brojem 1). Nakon pet nedelja gajenja sadnica paprike na sobnoj temperaturi, u vlaņnoj 
sredini i uz prisustvo sunĉeve svetlosti, oĉitani su simptomi razvoja bakteriozne pegavosti na 
sadnicama, u pogledu broja zaraņenih listova u odnosu na ukupan broj listova, kao i 
procenat pokrivenosti povrńine lista nekrozom izazvanom razvojem ispitivanih fitopatogena. 
Rezultati in vivo testiranja prikazani su u tabeli 5.29, dok se izgled sadnica i simptoma 
bakteriozne pegavosti moņe videti na slici 5.43.  
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Tabela 5.29. Rezultati in planta testiranja antimikrobne aktivnosti proizvedenih biokontrolnih 
agenasa na bazi Bacillus velezensis protiv fitopatogena paprike Xanthomonas euvesicatoria, 
uzroĉnika bakteriozne pegavosti 
Sadnica Zaraţeni listovi (%) Pokrivenost lista nekrozom (%) 
1 0,00±0,00 0,00±0,00 
2a 68,33±1,67 31,97±0,14 
2b 80,95±2,38 44,43±3,34 
3a 14,84±0,55 7,51±1,76 
3b 14,84±0,55 5,09±0,09 
4a 16,03±0,64 8,22±1,85 
4b 28,57±0,00 8,78±1,40 
     a – Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 1 
     b – Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2 
 
Iz prikazanih rezultata moņe se zakljuĉiti da su se kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis dobijene primenom hranljivih podloga optimizovanog 
sastava na bazi komercijalnog i sirovog glicerola pokazale kao zadovoljavajući biokontrolni 
agensi kada je u pitanju suzbijanje bakteriozne pegavosti paprike. Kod sadnica tretiranih 
kultivacionim teĉnostima na bazi komercijalnog i sirovog glicerola mogu se uoĉiti simptomi 
oboljenja samo na mestima inokulacije listova fitopatogenim izolatima, pri ĉemu nije dolazilo 
do ńirenja simptoma bakteriozne pegavosti po ostatku povrńine inokulisanih listova, ńto se 
moņe zakljuĉiti po veoma malim vrednostima procentualne pokrivenosti listova nekrozom. 
Osim toga, nije dońlo do ńirenja oboljenja na druge listove sadnica koji nisu inokulisani 
fitopatogenima. Nasuprot tome, kod kontrola koje nisu tretirane i inokulisane su 
fitopatogenim izolatima, uoĉava se tri do ĉetiri puta veća pokrivenost povrńine listova 
nekrozom, odnosno ńirenje simptoma bakteriozne pegavosti i van mesta inokulacije 
fitopatogenima. TakoĊe se uoĉava da je dońlo do ńirenja oboljenja i na listove sadnica koji 
nisu inicijalno inokulisani fitopatogenim izolatima. Stoga se zakljuĉuje da je preventivni 
tretman sadnica paprike kultivacionim teĉnostima proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis na bazi komercijalnog i sirovog glicerola u velikoj meri doprineo suzbijanju 
fitopatogena Xanthomonas euvesicatoria i spreĉavanju ńirenja simptoma bakteriozne 
pegavosti na ispitivanim sadnicama paprike. 
Dobijeni rezultati ukazuju na veoma visok potencijal primene bikontrolnih agenasa na bazi 
vrste Bacillus velezensis koji su proizvedeni pod uslovima optimizovanim i definisanim u 
okviru ove doktorske disertacije za suzbijanje fitopatogena  Xanthomonas euvesicatoria koji 
izazivaju bakterioznu pegavost paprike. Buduća istraņivanja trebala bi da budu usmerena na 
ispitivanje delovanja proizvedenih biokontrolnih agenasa u realnim uslovima primene, 
odnosno u polju, kao i na definisanje optimalnog vremena i naĉina primene. TakoĊe, postoji 
mogućnost unapreĊenja formulacije na bazi kultivacione teĉnosti sa ciljem povećanja njene 
efikasnosti na mestu delovanja, odrņavanja vijabilnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis, kao i produņetka roka trajanja u kome se ostvaruje definisana aktivnost 
biokontrolnog preparata protiv ispitivanih fitopatogena. TakoĊe, u okviru ove doktorske 
disertacije ispitan je i potencijalno ńiri opseg antimikrobnog delovanja proizvedenih 
biokontrolnih agenasa, sa ciljem procene potencijala za primenu u suzbijanju drugih 
oboljenja biljaka izazvanih mikrobiolońkim fitopatogenima. 
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Slika 5.43. Simptomi bakteriozne pegavosti na sadnicama paprike prilikom in planta testiranja antimikrobne aktivnosti proizvedenih biokontrolnih agenasa na 
bazi Bacillus velezensis  
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5.9. ISPITIVANJE ŠIREG SPEKTRA ANTIMIKROBNOG 
DELOVANJA PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA Bacillus 
velezensis 
Sa ciljem ispitivanja potencijalno ńireg spektra antimikrobnog delovanja proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis vrńeno je in vitro i in vivo testiranje antimikrobne 
aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti dobijene nakon kultivacije proizvodnog 
mikroorganizma u laboratorijskom bioreaktoru (poglavlje 4.4.) primenom hranljive podloge 
optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola (poglavlje 5.4.2.). Kao test 
mikroorganizmi u ovoj fazi istraņivanja korińćeni su fitopatogeni izolati gljiva koje prouzrokuju 
gorku truleņ jabuke (tri izolata vrste Colletotrichum acutatum - 314, 107 i KA 7), kao i 
fitopatogeni izolati gljiva koje izazivaju truljenje jabuka u toku skladińtenja (tri izolata vrste 
Fusarium avenaceum - TAB12, KA13, JGS3², i jedan izolat vrste Fusarium graminearum - 
TAB10²). 
Gljive roda Fusarium su najĉeńće patogeni ratarskih biljaka, ali se ĉesto javljaju i na povrću, 
voću, ńumskom, ukrasnom i industrijskom bilju. Kada se posmatraju gljive roda Fusari-um 
kao fitopatogeni jabuka, vrste Fusarium solani i Fusarium equiseti najĉeńće parazitiraju 
korenov vrat jabuke, dok se vrste Fusarium avenaceum i Fusarium lactis uglavnom javljaju 
kao izazivaĉi truljenja plodova jabuke u toku skladińtenja (Lević, 2008), pogotovo u novijim 
skladińtima kao ńto su Ultra Low Oxygen (ULO) i Dynamic Controlled Atmosphere (DCA) 
(Sever i sar., 2012; Petreń i sar., 2018a). Na uskladińtenim plodovima jabuke u nańoj zemlji 
detektovane su vrste Fusarium avenaceum i Fusarium graminearum (Petreń i sar., 2017). 
Pored ekonomskih gubitaka, gljive roda Fusarium predstavljaju problem za plodove jabuke 
koji se koriste u ishrani ljudi jer sintetińu i mikotoksine: zearalenon, T-2 toksin, fumonizine, 
deoksivalenol, moniliformin itd. Mikotoksini mogu znaĉajno da naruńe zdravlje ljudi i 
ņivotinja, prouzrokujući razliĉite mikotoksikoze (Kocić-Tanackov i sar., 2013).  
Fitopatogene gljive roda Colletotrichum spadaju u veoma znaĉajne patogene plodova jabuke 
i drugog voća, ńirokog spektra domaćina. Primarni prouzrokovaĉi gorke truleņi jabuĉastog i 
końtiĉavog voća su vrste Colletotrichum gloeosporioides i Colletotrichum acutatum 
(Stojanović i sar., 2002; Grahovac, 2014). Smanjenje prinosa plodova jabuke kao posledica 
oboljenja izazvanog fitopatogenom Colletotrichum acutatum u odsustvu mera zańtite moņe 
se kretati u opsegu 30-80% (Zhang i sar., 2008).,  
U Republici Srbiji nema registrovanih preparata za zańtitu plodova jabuke od prouzrokovaĉa 
truleņi posle berbe, pa se zańtita od ovih patogena vrńi primenom razliĉitih sintetiĉkih 
fungicida u polju pre berbe (Grahovac i sar., 2011), iako rizik od infekcije postoji i u periodu 
tokom berbe, ĉuvanja, transporta i plasiranja plodova na trņińte. Imajući u vidu znaĉaj jabuke 
u ljudskoj ishrani, kao i sve veću zabrinutost potrońaĉa oko toksiĉnosti sintetiĉkih preparata, 
interesovanje za mogućnosti biolońke zańtite neprekidno raste. Brojna nauĉna istraņivanja 
ukazuju da bakterije roda Bacillus predstavljaju potencijalno veoma efikasne biokontrolne 
agense za suzbijanje fitopatogenih mikroorganizama (Grahovac, 2014). TakoĊe, vrsta 
Bacillus velezensis se sve ĉeńće navodi kao potencijalno veoma efikasan agens za kontrolu 
gljiva iz roda Colletotrichum (Huang i sar., 2017), ali i roda Fusarium (Palazzini i sar., 2016). 
5.9.1. IN VITRO TESTIRANJE ŠIREG SPEKTRA DELOVANJA 
PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA Bacillus velezensis 
Rezultati in vitro testiranja antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv ĉetiri fitopatogena izolata roda Fusarium prikazani 
su na slici 5.44. Iz prikazanih rezultata moņe se zakljuĉiti da su uzorci kultivacione teĉnosti 
proizvodnog mikroorganizma svih ispitivanih koncentracija uspeli da inhibiraju rast sva ĉetiri 
fitopatogena izolata roda Fusarium, uzimajući u obzir da su preĉnici micelijuma fitopatogenih 
gljiva znaĉajno manji u poreĊenju sa kontrolama. Kada je u pitanju inhibicija rasta 
miceliijuma izolata Fusarium graminearum TAB10², najbolji rezultati postignuti su primenom 
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uzorka kultivacione teĉnosti koncentracije 10%, dok je pribliņno isti preĉnik micelijuma 
dobijen delovanjem uzoraka kultivacione teĉnosti koncentracija 2% i 5%. Najveći stepen 
inhibicije rasta miceliijuma izolata Fusarium avenaceum TAB12 postiņe se takoĊe 
delovanjem uzorka kultivacione teĉnosti koncentracije 10%, dok se najmanji stepen inhibicije 
rasta miceliijuma izolata Fusarium avenaceum TAB12 postiņe delovanjem uzorka 
kultivacione teĉnosti koncentracije 1%. Kod izolata Fusarium avenaceum JGS3² najmanji 
preĉnik micelijuma dobijen je pri delovanju uzorka kultivacione teĉnosti koncentracije 10%, 
dok je sliĉno kao kod fitopatogenog izolata Fusarium graminearum TAB10² primena uzoraka 
kultivacione teĉnosti koncentracija 2% i 5% rezultovala pribliņno istom vrednońću preĉnika 
micelijuma. Uzorak kultivacione teĉnosti koncentracije 5% ispoljio je najveći stepen inhibicije 
rasta micelijuma fitopatogenog izolata Fusarium avenaceum KA13. Na osnovu prikazanih 
rezultata, za in vivo ispitivanje antimikrobne aktivnosti kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenog izolata Fusarium avenaceum 
TAB12 odabrane su koncentracije uzoraka kultivacione teĉnosti od 5% i 10%.  
 
Slika 5.44. Rezultati in vitro testiranja antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Fusarium 
 
Rezultati in vitro testiranja antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv tri fitopatogena izolata roda Colletotrichum 
prikazani su na slici 5.45. Znaĉajno manji preĉnici micelijuma ispitivanih fitopatogenih izolata 
u poreĊenju sa kontrolom dobijeni testiranjem uzoraka kultivacione teĉnosti za sve vrednsti 
ispitivanih koncentracija ukazuju na uspeńno in vitro suzbijanje ispitivanih fitopatogenih 
izolata primenom uzoraka kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus 
velezensis. TakoĊe, rezultati prikazani na slici 5.45. ukazuju na smanjenje preĉnika 
micelijuma svih fitopatogenih izolata sa povećanjem koncentracije uzorka kultivacione 
teĉnosti. Stoga su najbolji rezultati za suzbijanje fitopatogenih izolata dobijeni primenom 
uzoraka kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis koncentracija 
5% i 10%, koje su takoĊe primenjene i prilikom in vivo eksperimenata. 
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Slika 5.45. Rezultati in vitro testiranja antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Colletotrichum 
 
5.9.2. IN VIVO TESTIRANJE ŠIREG SPEKTRA DELOVANJA PROIZVODNOG 
MIKROORGANIZMA Bacillus velezensis 
In vivo testiranje antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis koncentracija 5% i 10% vrńeno je protiv fitopatogenog 
izolata Fusarium avenaceum TAB12 na jabukama sorti Greni Smit i Zlatni delińes (slika 
5.46., slika 5.47.). Moņe se zakljuĉiti da je na obe ispitivane sorte jabuka veći stepen 
suzbiijanja infekcije izazvane fitopatogenim izolatom Fusarium avenaceum TAB12 postignut 
primenom uzorka kultivacione teĉnosti koncentracije 5%, jer su primenom ovog uzorka 
dobijeni manji preĉnici nekroze na jabukama u poreĊenju sa primenom uzorka kultivacione 
teĉnosti proizvodnog mikroorganizma koncentracije 10%. TakoĊe, primenom uzorka 
kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma koncentracije 5% postignuto je znaĉajno 
smanjenje preĉnika nekroze na obe ispitivane sorte jabuka u poreĊenju sa kontrolom, ĉime 
je potvrĊena sposobnost proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis da suzbije 
fitopatogeni izolat Fusarium avenaceum TAB12 u uslovima in vivo testiranja. Primena 
uzorka kultivacione teĉnosti koncentracije 10% nije rezultovala suzbijanjem fitopatogena 
Fusarium avenaceum TAB12 na sorti jabuke Greni Smit, jer su dobijene veće vrednosti 
preĉnika nekroze u poreĊenju sa kontrolom. Prilikom in vivo testiranja takoĊe je uoĉeno bolje 
suzbijanje fitopatogenog izolata Fusarium avenaceum TAB12 na sorti jabuke Zlatni delińes 
(slika 5.46.). Razliĉite sorte biljnih vrsta takoĊe predstavljaju razliĉite medijume za rast 
mikroorganizama, jer se sorte svakako razlikuju i po hemijskom sastavu ploda (Campeanu i 
sar., 2009). Ovi rezultati ukazuju na znaĉajan potencijal proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezensis za primenu u biolońkoj kontroli fitopatogenih gljiva koje uzrokuju truljenje 
jabuka u toku skladińtenja, odnosno mogućnost primene ovog biokontrolnog agensa za 
zańtitu jabuka i produņenje roka trajanja sveņeg voća nakon berbe u uslovima skladińtenja. 
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Slika 5.46. Rezultati in vivo testiranja antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezensis protiv fitopatogenog izolata Fusarium avenaceum TAB12 
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Slika 5.47. In vivo testiranje antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenog izolata Fusarium 
avenaceum TAB12 na sortama jabuka Greni Smit (gornja slika) i Zlatni delińes (donja slika) 
 
Prilikom in vivo ispitivanja antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis koncentracija 5% i 10% korińćena su dva fitopatogena 
izolata: Colletotrichum acutatum 314 i Colletotrichum acutatum 107. Prilikom in vivo 
testiranja uzoraka kultivacione teĉnosti protiv ispitivanih fitopatogenih izolata na jabukama 
sorte Zlatni delińes, uoĉeno je da primena uzoraka kultivacione teĉnosti doprinosi nastanku 
nekroza većih dimenzija na jabukama u poreĊenju sa kontrolom (slika 5.48.), ńto ukazuje na 
neuspeńno suzbijanje gorke truleņi jabuke primenom ovog biokontrolnog agensa. Stoga su 
rezultati preĉnika nekroze izazvanih ispitivanim fitopatogenim izolatima prikazani samo za in 
vivo testiranje uzoraka kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma na sorti jabuke 
Greni Smit (slika 5.49). Iz prikazanih rezultata moņe se zakljuĉiti da su primenjeni uzorci 
kultivacione teĉnosti obe koncentracije uspeli da delimiĉno inhibiraju rast fitopatogenog 
izolata Colletotrichum acutatum 107, na ńta ukazuju manji preĉnici nekroze na jabukama 
inokulisanim ovim fitopatogenim izolata u poreĊenju sa kontrolom. Veći stepen inhibicije 
rasta fitopatogenog izolata Colletotrichum acutatum 107 dobijen je primenom uzorka 
kultivacione teĉĉnosti koncentracije 10%. Sa druge strane, primenjeni uzorci kultivacione 
teĉnosti u ispitivanim koncentracijama ne suzbijaju rast fitopatogenog izolata Colletotrichum 
acutatum 314 in vivo. S obzirom na ĉinjenicu da je i prilikom suzbijanja rasta fitopatogenog 
izolata Colletotrichum acutatum 107 uoĉljiva veoma mala razlika izmeĊu preĉnika nekroze 
na jabukama tretiranim uzorcima kultivacione teĉnosti proizvodnog mikroorganizma i 
kontrole (slika 5.50.), moņe se zakljuĉti da je za efikasno suzbiijanje rasta oba ispitivana 
fitopatogena izolata vrste Colletotrichum acutatum i razvoja gorke truleņi jabuka potrebno ili 
primeniti ispitivani biokontrolni agens u većoj koncentraciji, ili razmotriti dalju optimizaciju 
    Kontrola                 B 5%            B 10% 
    
    Kontrola                 B 5%            B 10% 
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uslova proizvodnje sa ciljem dobijanja agensa koji pokazuje veći potencijal za primenu u 
biolońkoj kontroli gorke truleņi jabuke.  
 
 
 
 
 
Slika 5.48. In vivo testiranje antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis na sorti jabuke Zlatni delińes protiv 
fitopatogenih izolata Colletotrichum acutatum 314 (gornja slika) i Colletotrichum acutatum 
107 (donja slika) 
 
 
Slika 5.49. Rezultati in vivo testiranja antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Colletotrichum 
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Slika 5.50. In vivo testiranje antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione teĉnosti 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis na sorti jabuke Greni Smit protiv 
fitopatogenih izolata Colletotrichum acutatum 314 (gornja slika) i Colletotrichum acutatum 
107 (donja slika) 
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6. ZAKLJUĈCI 
Оsnоvni cilј istrаņivаnjа u okviru оvе dоktоrskе disеrtаciје bila je оptimizаciја uslоvа 
umnоņаvаnjа i primаrnоg izdvајаnjа biоmаsе sоја Bacillus sp. sа primеnоm zа sprеĉаvаnjе 
pојаvе i ńirеnjа bаktеriоzа pоvrtаrskih usеvа kоје izаzivајu fitоpаtоgеnе vrstе rоdа 
Xanthomonas. Оptimizаciја biоprоcеsа оbuhvаtala je оptimizаciјu sаstаvа hrаnlјivе pоdlоgе 
nа bаzi kоmеrciјаlnоg i sirоvоg glicеrоlа, kako bi se smanjili trońkovi bioprocesa u pogledu 
pripreme hranljive podloge, preĉińćavanja efluenata hioprocesa i kаkо bi sе pоtеnciјalnо 
dоprinеlо rеńаvаnju prоblеmа prisutnоg vińkа sirоvоg glicеrоlа iz prоizvоdnjе biоdizеla, pri 
ĉemu je osnovni cilj optimizacije sastava hranljivih podloga za kultivaciju proizvodnog 
mikroorganizma bila maksimizacija antimikrobne aktivnosti protiv fitоpаtоgеnih izolata rоdа 
Xanthomonas. ТаkоĊе, јеdаn оd cilјеvа istraņivanja u okviru ove doktorske disertacije bio je i 
dеfinisаnjе оptimаlnih uslоvа izvоĊеnjа procesa mikrоfiltrаciје dоbiјеnih kultivаciоnih tеĉnоsti 
uz primenu razliĉitih hidrodinamiĉkih metoda za unapreĊenje procesa unakrsne 
mikrofiltracije, odnosno za poboljńanje fluksa permeata (Kenics statiĉkog meńaĉa, 
uduvavanja vazduha i kombinacije ovih metoda). Dоdаtni cilј prеdstаvlјаla je prоcеnа 
pоtеnciјаlа biоmаsе sоја Bacillus sp. zа biоlоńku kоntrоlu ńirеg spеktrа rаzliĉitih bilјnih 
pаtоgеnа. 
Uzmajući u obzir prethodno definisane specifiĉne ciljeve istraņivanja u okviru ove doktorske 
disertacije, izvedeni su sledeći specifiĉni zakljuĉci: 
 Rezultati istraņivanja iz faze skrininga potencijalnih proizvodnih mikroorganizama 
pokazali su da je najveći antagonistiĉki potencijal za suzbijanje fitopatogenih uzolata 
roda Xanthomonas pokazao izolat Bacillus sp., pri ĉemu je uoĉena antimikrobna 
aktivnost uzoraka kultivacione teĉnosti, ali i filtrata kultivacione teĉnosti osloboĊenih 
biomase proizvodnog mikroorganizma, ńto ukazuje na antimikrobnu aktivnost i 
biomase proizvodnog mikroorganizma, ali i proizvedenih sekundarnih metabolita. 
Rezultati molekularne identifikacije primenom mеtоdе lаnĉаnе rеаkciје pоlimеrаzе 
(Polymerase Chain Reaction - PCR) i sekvenciranja gena za 16S rRNK pokazali su 
pripadnost odabranog proizvodnog mikroorganizma vrsti Bacillus velezensis. 
 Prilikom odаbira оptimаlnog izvоrа uglјеnikа i organskog izvora аzоtа kао оsnоvnih 
kоmpоnеnti hrаnlјivе pоdlоgе zа prоizvоdnju biоаktivnih аgеnаsа еfikаsnih prоtiv 
fitоpаtоgеnih sојеvа rоdа Xanthomonas, pokazalo se da glicerol kao izvor ugljenika i 
ekstrakt kvasca kao organski izvor azota favorizuju antimikrobnu aktivnost 
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda 
Xanthomonas. 
 Моdеlоvаnjе sаstаvа hrаnlјivе pоdlоgе zа prоizvоdnju biоаktivnih аgеnаsа еfikаsnih 
prоtiv fitоpаtоgеnih sојеvа rоdа Xanthomonas primenom proizvodnog 
mikroorganizma Bacillus velezensis u pоglеdu prоcеnе uticаја inicijalnih kоncеntrаciја 
оsnоvnih nutriјеnаtа (uglјеnikа – kоmеrciјаlnоg i sirоvоg glicеrоlа, аzоtа i fоsfоrа) nа 
odabrane odzive bioprocesa izvrńeno je primеnоm metodologije odzivne povrńine. 
Dobijeni matematiĉki modeli za odabrane odzive, odnosno preĉnik zona inhibicije, kao 
osnovni pokazatelj antimikrobne aktivnosti, i rezidualne koncentracije osnovnih 
nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora), statistiĉki su znaĉajni pri 
nivou znaĉajnosti od 95%, ńto predstavlja osnovu za njihovu dalju primenu u 
optimizaciji sastava hranljive podloge, simulaciji i povećanju razmera bioprocesa. 
 Оptimizаciја sаstаvа hrаnlјivih pоdlоgа nа bаzi kоmеrciјаlnоg i sirоvоg glicеrоlа zа 
prоizvоdnju biоаktivnih аgеnаsа na bazi Bacillus velezensis еfikаsnih prоtiv 
fitоpаtоgеnih sојеvа rоdа Xanthomonas u pоglеdu inicijalnih kоncеntrаciја оsnоvnih 
nutriјеnаtа (uglјеnikа, аzоtа i fоsfоrа) izvrńena je primеnоm metode ņeljene funkcije. 
Rezultati optimizacije sastava hranljive podloge na bazi komercijalnog glicerola 
pokazali su da optimizovane koncentracije nutrijenata u ovoj hranljivoj podlozi iznose: 
glicerol 10 g/l, ekstrakt kvasca 2,83 g/l, (NH4)2SO4 3 g/l, K2HPO4 1,07 g/l i 
MgSO4∙7H2O 0,3 g/l. Sa druge strane, optimizovan sastav hranljive podloge na bazi 
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sirovog glicerola dobija se primenom sledećih koncentracija nutrijenata: glicerol 10 g/l, 
K2HPO4 4,66 g/l i MgSO4∙7H2O 0,3 g/l, ĉime je postignuta uńteda u delu bioprocesa 
koji se odnosi na trońkove pripreme hranljive podloge na bazi sirovog glicerola, jer je 
dokazano da u podlozi optimizovanog sastava nije potrebno primeniti organski i 
neorganski izvor azota, zbog dovoljne koliĉine izvora ovog nutrijenta u sirovom 
glicerolu iz proizvodnje biodizela. TakoĊe, predviĊene vrednosti odziva bioprocesa 
(preĉnik zona inhibicije i rezidualne koncentracije nutrijenata) dobijene primenom 
matematiĉkih modela generisanih u koraku modelovanja sastava hranljivih podloga 
na bazi komercijalnog i sirovog glicerola pokazale su znaĉajno smanjenje rezidualnih 
koncentracija nutrijenata u kultivacionoj teĉnosti primenom hranljivih podloga 
optimizovanog sastava, uz dobijanje zadovoljavajućih vrednosti preĉnika zona 
inhibicije, ńto implicira bolje iskorińćenje nutrijenata i smanjenje trońkova bioprocesa u 
pogledu preĉińćavanja i odlaganja efluenata bioprocesa. 
 Vаlidаciја dоbiјеnih mоdеlа sаstаvа hrаnlјivih pоdlоgа nа bаzi kоmеrciјаlnоg i sirоvоg 
glicеrоlа zа prоizvоdnju biоаktivnih аgеnаsа еfikаsnih prоtiv fitоpаtоgеnih sојеvа rоdа 
Xanthomonas primеnоm proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis i hrаnlјivih 
pоdlоgа optimizovanog sastava izvrńena je izvоĊеnjеm biоprоcеsа u Vulfоvim 
bоcаmа ukupnе zаprеminе 2 L i u lаbоrаtоriјskоm biоrеаktоru ukupnе zаprеminе 3 L, 
uz prаćеnjе tоkа kultivаciје. Rezultati eksperimenata validacije pokazali su 
zadovoljajući stepen korelacije izmeĊu vrednosti odziva bioprocesa (preĉnik zona 
inhibicije i rezidualne koncentracije nutrijenata) predviĊenih modelom i vrednosti 
dobijenih kultivacijom proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama i 
laboratorijskom bioreaktoru. Bolji rezultati svih ispitivanih odziva bioprocesa dobijeni 
su primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog 
glicerola, ńto je i bilo oĉekivano uzimajući u obzir veliku koliĉinu neĉistoća prisutnu u 
sirovom glicerolu iz proizvodnje biodizela. I pored toga, potvrĊena je mogućnost 
primene sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela kao izvora ugljenika u 
biotehnolońkom procesu proizvodnje biokontrolnih agenasa. TakoĊe, rezultati 
bioprocesa ukazuju na bolju prilagoĊenost proizvodnog mikroorganizma 
mikroorganizma Bacillus velezensis uslovima kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru 
u poreĊenju sa Vulfovim bocama. 
 UnаprеĊеnjе prоcеsа unakrsne mikrоfiltrаciје kultivаciоnih tеĉnоsti dоbiјеnih nаkоn 
kultivаciје prоizvоdnоg mikrооrgаnizmа Bacillus velezensis nа hrаnlјivoj pоdlоzi nа 
bаzi kоmеrciјаlnоg glicеrоlа primеnоm rаzliĉitih hidrоdinаmiĉkih mеtоdа pokazalo je 
znaĉajan potencijal primene Kenics statiĉkog meńaĉa, uduvavanja vazduha i 
kombinacije ovih metoda za poboljńanje fluksa permeata u stacionarnom stanju. 
Primena Kenics statiĉkog meńaĉa kao promotora turbulencije pri optimizovanim 
operativnim uslovima unakrsne mikrofiltracije (transmembranski pritisak 0,79 bar, 
protok napojne smeńe 137,70 l/h) omogućava povećanje vrednosti fluksa permeata u 
stacionarnom stanju za oko 350% u poreĊenju sa unakrsnom mikrofiltracijom bez 
promotora turbulencije. Uduvavanjem vazduha u tok napojne smeńe pri 
optimizovanim uslovima unakrsne mikrofiltracije (transmembranski pritisak 0,68 bar, 
prividna brzina proticanja napojne smeńe 0,96 m/s i prividna brzina proticanja 
vazduha 0,25 m/s) postiņe se povećanje vrednosti fluksa permeata u stacionarnom 
stanju za oko 47%. Znaĉajno veća vrednost povećanja fluksa permeata u 
stacionarnom stanju uoĉava se prilikom mikrofiltracije uz primenu kombinacije Kenics 
statiĉkog meńaĉa i uduvavanja vazduha (oko 224%) pri optimizovanim operativnim 
uslovima mikrofiltracije (transmembranski pritisak 1 bar, prividna brzina proticanja 
napojne smeńe 1,59 m/s i prividna brzina proticanja vazduha 0,46 m/s) u poreĊenju 
sa unakrsnom mikrofiltracijom bez primene hidrodinamiĉkih metoda za poboljńanje 
fluksa permeata. 
 In planta ispitivаnjе аntimikrоbnе аktivnоsti prеpаrаtа nа bаzi Bаcillus velezensis 
(kultivacione teĉnosti dobijene kultivacijom proizvodnog mikroorganizma u 
laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljivih podloga optimizovanog sastava na 
bazi komercijalnog i sirovog glicerola) prоtiv fitоpаtоgеnih sојеvа vrste Xanthomonas 
euvesicatoria, koji izazivaju bakterioznu pegavost paprike, pokazalo je znaĉajan 
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potencijal primene bikontrolnih agenasa na bazi Bacillus velezensis za suzbijanje 
ovog oboljenja paprike, uz rezultate koji pokazuju znaĉajno manje preĉnike nekroze 
listova i ńirenja oboljenja u poreĊenju sa kontrolom koja je podrazumevala inokulaciju 
sadnica fitopatogenim izolatima, bez tretmana kultivacionim teĉnostima na bazi 
komercijalnog i sirovog glicerola. 
 Ispitivаnjе ńirеg spеktrа dеlоvаnjа prеpаrаtа nа bаzi Bаcillus velezensis prоtiv 
fitоpаtоgеnih sојеvа roda Fusarium, koji izazivaju truljenje jabuka u toku skladińtenja, 
i roda Colletotrichum, kome pripadaju uzroĉnici gorke truleņi jabuke, pokazalo je 
znaĉajan potencijal kultivacione teĉnosti na bazi komercijalnog glicerola dobijene 
kultivacijom proizvodnog mikroorganizma Bаcillus velezensis u laboratorijskom 
bioreaktoru, za suzbijanje oboljenja izazvanih fitopatogenim sojevima roda Fusarium. 
Sa druge strane, za suzbijanje gorke truleņi jabuka in vivo potrebno je dodatno 
optimizovati proces proizvodnje biokontrolnih agenasa, s obzirom na to da rezultati in 
vitro testiranja antifungalnog delovanja ukazuju na visok potencijal proizvodnog 
mikroorganizma Bаcillus velezensis za suzbijanje fitopatogena roda Colletotrichum. 
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Svе vеćа pоtrеbа zа hrаnоm kао pоslеdicа 
pоvеćаnjа brоја lјudi ńirom svеtа dоvеlа је dо 
intеnzifikаciје pоlјоprivrеdnih аktivnоsti usmеrеnih nа 
dirеktnu prоizvоdnju hrаnе i hrаnе zа ņivоtinjе. U 
pоslеdnjih nеkоlikо dеcеniја svе vińе sе gоvоri о 
prоblеmu prеkоmеrnе upоtrеbе hemijskih pеsticidа, 
ńto je је rеzultоvаlо dеgrаdаciјоm kvаlitеtа zеmlјińtа, 
kao i svе vеćim zаgаĊеnjеm pоdzеmnih i pоvrńinskih 
vоdа. Оsim tоgа, nedovoljno nauĉnih podataka o 
uticaju hеmiјskih јеdinjеnjа kоја ulaze u sastav 
pеsticidа nа zdrаvlје lјudi izаzivа јоń vеći stеpеn 
zаbrinutоsti. Stоgа sе iznаlаņеnjе nоvih nаĉinа zа 
kоntrоlu bilјnih ńtеtоĉinа i prеvеnciјu i trеtmаn bоlеsti 
bilјаkа pоstаvlја kао impеrаtiv оdrņivе pоlјоprivrеdnе 
prоizvоdnjе, а sаmim tim i оdrņivоg rаzvоја. Јеdnа оd 
аltеrnаtivа kоје su pоkаzаlе nајvеći pоtеnciјаl јеstе 
primеnа biоpеsticidа, kојi pо svојој nајńirој dеfiniciјi 
prеdstаvlјајu ņivе оrgаnizmе ili njihоvе prоizvоdе kојi 
pоkаzuјu spоsоbnоst suzbiјаnjа ńtеtоĉinа. Kada su u 
pitanju mikrobiolońki biopesticidi, bаktеriје rоdа 
Bacillus prеdstаvlјајu nајzаstuplјеniје mikrооrgаnizmе 
kојi sе mоgu srеsti u kоmеrciјаlnо dоstupnim 
prоizvоdimа. Prоizvоdnjа mikrоbiоlоńkih biоpеsticidа, 
iаkо u kоnstаntnоm pоrаstu, i dаlје ĉini sаmо mаli 
dео ukupnоg svеtskоg trņińtа srеdstаvа zа zаńtitu 
  
 
bilја, najvińe zbog visokih trońkova i komplikovanog 
procesa proizvodnje ovog tipa biokontrolnih agenasa. 
Stoga je kao osnоvni cilј istrаņivаnjа оvе dоktоrskе 
disеrtаciје postavljena оptimizаciја uslоvа 
umnоņаvаnjа i primаrnоg izdvајаnjа biоmаsе sоја 
Bacillus velezensis sа primеnоm zа sprеĉаvаnjе 
pојаvе i ńirеnjа bаktеriоzа pоvrtаrskih usеvа kоје 
izаzivајu fitоpаtоgеnе vrstе rоdа Xanthomonas, koji u 
Republici Srbiji izazivaju velike ekonomske gubitke u 
proizvodnji kupusa, paprike i paradajza. Prvi korak 
optimizacije bioprocesa podrazumevao je odabir 
optimalnog izvora ugljenika i organskog izvora azota 
za biotehnolońku proizvodnju biokontrolnih agenasa, 
pri ĉemu su najbolji rezultati dobijeni primenom 
glicerola i ekstrakta kvasca, ńto je otvorilo mogućnost 
ispitivanja primene sirovog glicerola iz proizvodnje 
biodizela kao izvora ugljenika. Nakon toga je usledilo 
modelovanje sastava hranljive podloge na bazi 
komercijalnog i sirovog glicerola u pogledu ispitivanja 
uticaja komponenata podloge (glicerola, ekstrakta 
kvasca, (NH4)2SO4 i K2HPO4) na odabrane odzive 
(preĉnik zona inhibicije i rezidualne koncentracije 
nutrijenata – glicerola, ukupnog azota i ukupnog 
fosfora). Dobijeni matematiĉki modeli posmatranih 
odziva, za koje je dokazano da su statistiĉki znaĉajni 
na nivou znaĉajnosti od 95%, dalje su korińćeni za 
optimizaciju sastava hranljivih podloga. Optimizovan 
sastav hranljive podloge na bazi komercijalnog 
glicerola je sledeći: glicerol 10 g/l, ekstrakt kvasca 
2,83 g/l, (NH4)2SO4 3 g/l, K2HPO4 1,07 g/l i 
MgSO4∙7H2O 0,3 g/l. Sa druge strane, optimizovan 
sastav hranljive podloge na bazi sirovog glicerola 
dobija se primenom sledećih koncentracija 
nutrijenata: glicerol 10 g/l, K2HPO4 4,66 g/l i 
MgSO4∙7H2O 0,3 g/l, ńto ukazuje na mogućnost 
smanjenja trońkova pripreme ove hranljive podloge 
zbog izostavljanja izvora azota. Validacija dobijenih 
matematiĉkih modela izvrńena je eksperimentima 
kultivacije proizvodnog mikroorganizma u uvećanim 
razmerama - u Vulfovim bocama (2 l) i 
laboratorijskom bioreaktoru (3 l), ĉiji su rezultati 
pokazali zadovoljavajuću korelaciju sa modelima 
predviĊenim vrednostima odziva bioprocesa, pri ĉemu 
su bolji rezultati dobijeni primenom hranljive podloge 
na bazi komercijalnog glicerola i kultivacijom 
proizvodnog mikroorganizma u laboratorijskom 
bioreaktoru. UnаprеĊеnjе prоcеsа unakrsne 
mikrоfiltrаciје kultivаciоnih tеĉnоsti dоbiјеnih nаkоn 
kultivаciје prоizvоdnоg mikrооrgаnizmа Bacillus 
velezensis nа hrаnlјivoj pоdlоzi nа bаzi kоmеrciјаlnоg 
glicеrоlа primеnоm rаzliĉitih hidrоdinаmiĉkih mеtоdа 
pokazalo je znaĉajan potencijal primene Kenics 
statiĉkog meńaĉa, uduvavanja vazduha i kombinacije 
ovih metoda za poboljńanje fluksa permeata u 
stacionarnom stanju. In planta ispitivаnjе 
  
 
аntimikrоbnе аktivnоsti prеpаrаtа nа bаzi Bаcillus 
velezensis prоtiv fitоpаtоgеnih sојеvа vrste 
Xanthomonas euvesicatoria, koji izazivaju 
bakterioznu pegavost paprike, pokazalo je znaĉajan 
potencijal primene bikontrolnih agenasa na bazi 
Bacillus velezensis za suzbijanje ovog oboljenja 
paprike. Ispitivаnjе ńirеg spеktrа dеlоvаnjа prеpаrаtа 
nа bаzi Bаcillus velezensis pokazalo je znaĉajan 
potencijal za suzbijanje oboljenja izazvanih 
fitopatogenim sojevima roda Fusarium, koji izazivaju 
truljenje jabuka u toku skladińtenja. Rezultati proistekli 
iz okvira ove doktorske disertacije predstavljaju 
osnovu za dalje unapreĊenje i povećanje razmera 
biotehnolońkog postupka proizvodnje biokontrolnih 
agenasa na bazi proizvodnog mikroorganizma 
Bacillus velezensis, uz predlog reńenja za 
iskorińćenje sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela 
u biotehnolońkom postupku dobijanja proizvoda sa 
dodatom vrednońću.  
Datum prihvatanja teme od strane 
Senata:  
DP  
21.6.2018. 
Datum odbrane:  
DO  
 
Ĉlanovi komisije:  
(ime i prezime / titula / zvanje / 
naziv organizacije / status)  
KO  
Predsednik: dr Jelena Dodić, redovni profesor, 
Tehnolońki fakultet Novi Sad 
 
Mentor: dr Jovana Grahovac, vanredni profesor, 
Tehnolońki fakultet Novi Sad 
 
Ĉlan: dr Aleksandar Jokić, vanredni profesor, 
Tehnolońki fakultet Novi Sad 
 
Ĉlan: dr Mila Grahovac, docent, Poljoprivredni 
fakultet, Novi Sad 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
KEY WORD DOCUMENTATION  
 
Accession number:  
ANO  
 
Identification number:  
INO  
 
Document type:  
DT  
Monograph documentation  
Type of record:  
TR  
Textual printed material  
Contents code:  
CC  
PhD Thesis 
Author:  
AU  
Ivana S. Pajĉin 
Mentor:  
MN  
Jovana Grahovac, PhD, Associate Professor, Faculty 
of Technology Novi Sad 
Title:  
TI  
Optimization of cultivation and separation processes 
for production of  Bacillus sp. biomass intended for 
application in phytomedicine 
Language of text:  
LT  
Serbian (Latinic) 
Language of abstract:  
LA  
English / Serbian 
Country of publication:  
CP  
Republic of Serbia 
Locality of publication:  
LP  
Autonomous Province of Vojvodina 
Publication year:  
PY  
2019 
Publisher:  
PU  
Author‟s reprint 
  
 
Publication place:  
PP  
Bulevar cara Lazara 1, 21000 Novi Sad, Republic of 
Serbia 
Physical description:  
PD  
chapters 7; pages 188; figures 55; tables 47; 
references 432 
Scientific field  
SF  
Technological Engineering 
Scientific discipline  
SD  
Biotechnology 
Subject, Key words  
SKW  
Bacillus velezensis, biological control, Xanthomonas, 
biotechnological production, optimization, 
microfiltration 
  
UC  632.937:579.24(043.3) 
Holding data:  
HD  
Library of Faculty of Technology Novi Sad, 
Bulevar cara Lazara 1, 21000 Novi Sad, Republic of 
Serbia 
Note:  
N  
- 
Abstract:  
AB  
The raise of human population worldwide requires 
higher amount of available groceries, which has led to 
intensification of agricultural activities directed at 
production of food and feed. In the last few decades 
the problem of chemical pesticides‟ overuse has 
resulted in soil deterioration and contamination of 
surface and underground water reservoirs. 
Furthermore, insufficient scientific data concerning the 
chronic effect of chemicals used in pesticides on 
human health contribute to the global concern when it 
comes to pesticides‟ usage. Therefore finding new 
ways to control plant pests and to prevent or suppress 
plant diseases has become an imperative for 
sustainable agricultural production and consequently 
for sustainable development. One of the alternatives 
showing great potential is usage of biopesticides, 
comprising of living organisms or their products able 
to suppress plant pathogens. When it comes to 
microbial biopesticides, bacteria of the genus Bacillus 
are the most often used in commercial biocontrol 
products. Microbial biopesticides, although being a 
raising alternative, still represent only small share of 
the global pesticides‟ market, mostly due to expensive 
and complicated production process. Hence the main 
  
 
goal of the research in the framework of this PhD 
thesis was to optimize conditions of cultivation and 
separation processes for production of Bacillus 
velezensis biomass intended for application in 
prevention and suppression of plant diseases caused 
by phytopathogenic species of the genus 
Xanthomonas, which cause significant economic 
losses during agricultural production of cabbage, 
pepper and tomato in the Republic of Serbia. The first 
step of bioprocess optimization was to choose optimal 
carbon and organic nitrogen sources for biocontrol 
agents‟ production, where the best results have been 
achieved by using glycerol and yeast extract, which 
opened a new chapter of possibilities to utilize raw 
glycerol from biodiesel production as carbon source. 
After that, modeling of cultivation medium composition 
based on commercial and raw glycerol was performed 
in order to investigate the effect of cultivation medium 
components (glycerol, yeast extract, (NH4)2SO4 and 
K2HPO4) on the selected responses (inhibition zone 
diameter and residual concentration of nutrients – 
glycerol, total nitrogen and total phosphorus). The 
obtained mathematical models for the selected 
responses, proved to be statistically significant at the 
significance level of 95%, were further used for 
optimization of cultivation media composition. 
Optimized composition of the cultivation medium 
based on commercial glycerol was: glycerol 10 g/L, 
yeast extract 2.83 g/L, (NH4)2SO4 3 g/L, K2HPO4 
1.07 g/L and MgSO4∙7H2O 0.3 g/L. On the other 
hand, optimized composition of the cultivation medium 
based on raw glycerol was: glycerol 10 g/L, K2HPO4 
4.66 g/L and MgSO4∙7H2O 0.3 g/L, which has opened 
a possibility to reduce cost of cultivation medium 
preparation by excluding nitrogen sources. Validation 
of the obtained mathematical models was carried out 
by cultivating the producing microorganism at a larger 
scale – in Woulff bottles (2 L) and in a laboratory-
scale bioreactor (3 L). Validation results were in good 
correlation with the model predicted values of the 
selected responses, where better results were 
achieved by using cultivation medium based on 
commercial glycerol and cultivation of the producing 
microorganism in the laboratory-scale bioreactor. 
Application of different hydrodynamic methods, such 
as Kenics static mixer, air sparging and their 
combination, has showed a significant potential for 
improvement of cross flow microfiltration of Bacillus 
velezensis cultivation broth based on commercial 
glycerol in terms of permeate flux enhancement. Also, 
significant potential of the Bаcillus velezensis 
cultivation broth for suppression of phytopathogenic 
Xanthomonas euvesicatoria strains, which cause 
bacterial spot of pepper, has been proven during in 
planta experiments. Investigation of wider spectra of 
  
 
antimicrobial activity expressed by preparation based 
on Bаcillus velezensis cultivation broth has revealed a 
significant potential for suppression of Fusarium 
phytopathogenic species responsible for apple rot 
during storage. The results arising from the research 
performed in the framework of this PhD thesis 
represent solid basis for further improvement and 
scale-up of biotechnological process for production of 
biocontrol agents based on Bacillus velezensis, with a 
proposal for utilization of raw glycerol from biodiesel 
production in biotechnological production of value-
added products. 
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Теhnоlоgiја mikrоbiоlоńkе biоmаsе nа оsnоvnim аkаdеmskim studiјаmа, Оdаbrаnа 
pоglаvlја biоtеhnоlоńkе prоizvоdnjе lеkоvа nа mаstеr аkаdеmskim studiјаmа studiјskоg 
prоgrаmа Fаrmаcеutskо inņеnjеrstvо i Оdаbrаnа pоglаvlја industriјskе mikrоbiоlоgiје nа 
mаstеr аkаdеmskim studiјаmа studiјskоg prоgrаmа Biоtеhnоlоgiја. Krоz mеntоrski rаd 
оstvаrilа је sаrаdnju sа studеntimа niņih gоdinа оsnоvnih аkаdеmskih studiја.  
U sklоpu nаuĉnо-istrаņivаĉkоg аngаņоvаnjа prеzеntоvаnjеm ili оbјаvоm rаdоvа uĉеstvоvаlа 
је nа mеĊunаrоdnim skupоvimа: 43rd International Conference of the Slovak Society of 
Chemical Engineering u Таtrаnskој Lоmnici, Slоvаĉkа, 2016. gоdinе, 11th Conference on 
Sustainable Development of Energy, Water and Environment Systems u Lisаbоnu, Pоrtugаl, 
2016. gоdinе, 8th PSU-UNS International Conference on Engineering and Technology 
(ICET-2017) u Nоvоm Sаdu, Srbiја, 2017. gоdinе,  4th International Congress “Food 
Technology, Quality and Safety“ u Nоvоm Sаdu, Srbiја, 2018. gоdinе, 6th International 
Conference “Sustainable Postharvest and Food Technologies – INOPTEP 2019” u Klаdоvu, 
Srbiја, 2019. gоdinе i 4th International Symposium on Biological Control of Bacterial Plant 
Diseases (Biocontrol 2019) u Vitеrbu, Itаliја, 2019. gоdinе. ТаkоĊе је uĉеstvоvаlа nа 
skupоvimа nаciоnаlnоg znаĉаја: XII Meeting of Young Chemical Engineers u Zаgrеbu, 
Hrvаtskа, 2018. gоdinе, VI Memorijalni nauĉni skup iz zańtite ņivotne sredine „Docent dr 
Milena Dalmacija“ u Nоvоm Sаdu, Srbiја, 2018. gоdinе, i HHH Јubilаrnа kоnfеrеnciја 
Prоcеsnа tеhnikа i еnеrgеtikа u pоlјоprivrеdi (RТЕR 2018) u Brzеću (Kоpаоnik), Srbiја, 
2018. gоdinе. ТаkоĊе је јеdаn оd аutоrа rаdоvа оbјаvlјеnih ili prihvаćеnih zа оbјаvlјivаnjе u 
ĉаsоpisimа Chemical Engineering Research and Design (kаtеgоriја М21), Journal of 
Phytopathology (kаtеgоriја М23), Pesticides & Phytomedicine (kаtеgоriја М24), Food and 
Feed Research (kаtеgоriја М24) i Journal on Processing and Energy in Agriculture 
(kаtеgоriја М51). Ĉlаn је Udruņеnjа zа hеmiјsku industriјu, Druńtvа zа ishrаnu Srbiје i 
Udruņеnjа mikrоbiоlоgа Srbiје. 
 
